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INTRODUCCION

Ureaplasma y Mycoplasma son microorganismos implicados en
enfermedades neonatales y maternas. Estos agentes, se ha encontrado en
necropsias en diferentes érganos neonatos. Algunos estudios establecen la
importancia de la colonizacién del Ureaplasma urealyticum en la superficie
coriénica de la placenta, M. hominis es una especie que se aisla con
frecuencia en el aparato genital. La colonizacién ocurre tras la pubertad como
resultado del contacto sexual y su aislamiento generalmente no indica la
existencia de enfermedad. Se han descrito infecciones respiratorias y del
sistema nervioso central (SNC) por M. hominis en recién nacidos que han
adquirido la infeccion en el canal del parto. Ambos agentes (Ureaplasma y
Mycoplasma) son causa importante de neumonia en los neonatos sujetos a
factores de riesgo (ventilacibn mecéanica, distrés respiratorio, membrana

hialina) en unidad de cuidados intensivos neonatales.

Los micoplasmas genitales que tienen repercusion perinatal mas importantes
son Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma hominis, son bacterias que
requieren medios complejos y suplementados para lograr su crecimiento, lo
que ha dificultado la confirmacion diagnostica. El cultivo de aspirado bronquial
a sido una herramienta valiosa sin embargo, el uso de nuevos dispositivos para
efectuar un diagnadstico rapido y oportuno nos permite iniciar un tratamiento de

forma precoz en pro del bienestar de los neonatos.

Ambos agentes son de gran importancia en infectologia neonatal, ya que se
han aislado en cultivos de liquido pleural , aspirado bronquial, ya que se les ha
vinculado en cuadros clinicos como: sepsis, neumonia, meningitis, artritis
séptica, en la formacién de célculos renales, absceso cerebral, abscesos
subcutaneos. Y en el caso de infeccion por ureaplasma se ha vinculado con
efectos teratogénicos en etapa fetal. Se menciona la participaciéon de ambos
agentes en ruptura prematura de las membranas corioamniéticas, parto
pretérmino.

Cultivo e identificacion de M. hominis y Ureaplasma spp: La deteccién e

identificacion de micoplasmas y ureaplasmas se realiza por métodos



convencionales, como son el cultivo bacteriolégico, pruebas bioquimicas,
enzimaticas y seroldgicas; ademas de técnicas de biologia molecular como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y sus diversas variantes. El
diagndéstico convencional se basa en el cultivo en placas de agar A7, seguido
de la identificacion macroscopica de las colonias de Ureaplasma urealyticum
(colonias en forma de erizo maritimo) o Mycoplasma hominis (colonias en
forma de huevo estrellado). En general las muestras biolégicas pueden ser
cultivadas en medio de cultivo F liquido, suplementado con arginina y
especifico para M. hominis, y en medio de cultivo U/N liquido, suplementado
con urea y especifico para Ureaplasma spp. Los cultivos se incuban a 37 °Cy
cada 48 h se observan hasta visualizar cambio de coloracién como indicador
del incremento de unidades cambiadoras de color por mililitro (UCC/mL), los
que se clasifican como positivos a micoplasmas o ureaplasmas, o ambos, son
aguellos en los que hay cambio de coloracién, mientras que los cultivos sin
cambio de coloracién en el transcurso de 7 dias son diagnosticados como

negativos para estos microorganismos.

En el Instituto Nacional de Perinatologia la identificacion de estos
microorganismos se realiza a través de medios de cultivo caldo Urea y
Arginina para detectar M. hominis y Ureaplasma spp. inoculando por lo

menos 50 microlitros de muestra en cada medio.



RESUMEN

En este protocolo de investigacién se busca evaluar la eficacia de una prueba
de deteccion rapida, aplicada en aspirado bronquial , ya que no se tiene
referencia en la literatura reporte de esta prueba de deteccidn rapida que se
haya aplicado en este tipo de secrecion , la finalidad de la prueba es detectar
M. hominis y U. urealyticum , en secrecion bronquial , con la finalidad de
facilitar de manera mas precoz, el diagnostico de neumonia neonatal causada
por estos agentes.

Se comparan los resultados obtenidos, con el método tradicional de diagndstico
y el crecimiento de estos microorganismos en caldo urea o caldo arginina, con
posterior crecimiento en Agar A7.

Se analizaron 17 casos de neonatos sujetos a factores de riesgo para efectuar

este tipo de estudio.

SUMMARY

In this protocol of investigation one looks for to evaluate the effectiveness of a
test of fast detection, applied in aspired bronchial, since reference in Literature
is not had reports of this test of fast detection that it has been applied in this
type of secretion, the purpose of the test is to detect M. hominis and U.
urealyticum, in bronchial secretion, in order to facilitate of precocious way, the
diagnosis of neonatal pneumonia caused by these agents. The obtained results
are compared, with the traditional method of diagnosis and the growth of these
microorganisms in urea broth or broth arginine, with later growth in A7 Agar. 17
cases of neoborn subjects to risk factors were analyzed to carry out this type of

study.



PLANTEAMIENTO Y DELIMITACION DEL PROBLEMA

¢El uso de una prueba rapida de deteccion( Mycofast Evolution 3) es un
meétodo diagnostico util en la deteccion de Ureaplasma urealyticum vy
Mycoplasma hominis. cuando se utiliza en secrecion bronquial de neonatos
hospitalizados en la Unidad de cuidados intensivos neonatales y cuidados
intermedios neonatales del INPerlER comparado con el método convencional

de diagnostico de cultivo en caldo urea y caldo arginina y placas de Agar A7?



MARCO TEORICO

Los micoplasmas genitales que tienen repercusion perinatal son Ureaplasma
urealyticum y Mycoplasma hominis. Los mycoplasmas fueron aislados y
descritos por primera vez en 1898 por Nocard y Roux, quienes aislaron el
Mycoplasma mycoides de casos de pleuroneumonia bovina. En ese mismo
siglo se aislé de carneros y cabras la segunda especie de micoplasmas y se les
denomin6 PPLO (Pleuropneu-moniae liorganism). El primer micoplasma
aislado de humanos (Mycoplasma hominis) fue recuperado en 1938 de un
absceso de las glandulas de Bartholin. En 1944, Eaton y colaboradores
lograron aislar M. pneumoniae de un caso de neumonia atipica primaria, pero
pensaron que se trataba de algun virus, mientras que Marmion y Goodburn.
Los micoplasmas, descubiertos por Shepard en 1954, microorganismos
procariotes carentes de pared celular En 1974 se propuso el nombre de
Ureaplasma urealyticum para una nueva especie que pertenece al género
Ureaplasma, familia Mycoplas-mataceae, el cual se distingue de los
micoplasmas por la presencia de la enzima ureasa, capaz de metabolizar urea
(6)

Los micoplasmas pertenecen a la clase Mollicutes, al orden Mycoplasmatales

y a la familia Mycoplasmataceae. Esta cuenta con dos géneros, Mycoplasmas

y Ureaplasmas. En la actualidad el género Mycoplasma esta formado por mas

de cien especies (7)

En general, en la clase Mollicutes se encuentran 3 ordenesy 4 familias en
las cuales se encuentran contenidos 6 géneros: 1) Mycoplasma 2)
Ureaplasma 3)Spiroplasma. 4) Acholeplasma 5) Anaeroplasma 6)
Asteroplasma. Los mycoplasmas tienen la caracteristica de carecer de pared
celular rigida, son incapaces de sintetizar una peptidoglicana o sus
precursores, y por lo tanto son resistentes a la penicilina y a sus analogos, pero
sensibles a la lisis por choque osmético, detergentes, alcoholes y anticuerpos
especificos més completos. (7)

Los indices de infeccion del tracto genital femenin 0 por estos agentes,
estaran en relacion con los indices de infeccion en neonatos. En

México en el INPer : Se realizo un estudio en la clinica de ITS en 1989 para



conocer la etiologia y prevalencia de las infecciones cervicovaginales por
Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum de mujeres que acudian
a esta institucién, el cual mostro cifras de recuperaciéon de micoplasmas del
21.5% en mujeres no embarazadas y la asociacion con los hallazgos clinicos,
asi como factores de riesgo asociados como el uso de dispositivos
intrauterinos y el nUmero de parejas sexuales. Otro estudio realizado en esta
misma instituciéon en 1995 de prevalencia de infeccién cervicovaginal por
Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum en pacientes
ginecolégicas reporto 1 783 casos, se encontr6 3.9% (71 casos) de
positividad general, correspondiendo a Mycoplasma hominis el 64.7% de los
aislamientos (46 casos) Ureaplasma urealyticum 35.3% (25 casos) (6, 9).

En mujeres embarazadas, en México, ambos agentes se ha encontrado como
causa de infeccion cervical en alrededor del 25% de ellas; en los Estados
Unidos se refiere hasta en un 40% de las mujeres. Los micoplasmas en general
durante la gestacion pueden producir corioamnioitis, y RPM. Sin embargo en
México, en INPerlER es mas frecuente la infeccion cervical por C

trachomatis, que por Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticu m, es

por ello que la afeccion de recién nacido, en dicha institucion se debe mas

frecuentemente a infeccion por C. Trachomatis (9).

La transmisién de la infeccion por ambos agentes es por via ascendente,
secundaria a colonizacion de tracto genital materno, la colonizacién via
transplacentaria es importante, con indice de transmision vertical: 18 — 55%

entre recién nacidos (3).

A nivel respiratorio la manifestacion clinica mas comun en el recién nacido es
la neumonia intersticial, semejante a lo descrito para C. trachomatis, en los
cuales generalmente coexisten prematurez o bajo peso al nacimiento. Sobre
todo la infeccion por Ureaplasma se ha vinculado con neumonia congénita. En
ausencia de infecciones adyacentes por virus, hongos u otros agentes

bacterianos (8,9).



Hallazgos sugestivos de neumonia por  Mycoplasma hominis y

Ureaplasma urealyticum enfetoy RN: (3)

1. U. urealyticum ha sido aislado de liquido, amnidtico entre las 17 y 24
semanas de edad gestacional, en ausencia de otros organismos y ante
membranas integras, no asi Mycoplasma hominis

2. Ambos se ha aislado de secreciones endotraqueales al momento de
parto, en RN con evidencia de enfermedad respiratoria.

3. El aislamiento de ambos en secreciones endotraqueales se asocia
francamente con datos radiograficos de neumonia y aumento de PMN
en aspirado traqueal 2 dias después del nacimiento. el nacimiento

4. Ambos inducen la citolisis de células de la traquea, condiciona
neumonia, aumento en el nimero de fibroblastos en pulmén y aumento

en la sintesis de IL 6 y 8 (3).

La neumonia causada por estos agentes da lugar a manifestaciones
inespecificas, cuando la transmision es vertical in Utero, se manifiesta a
menudo en las primeras 24 horas de vida, los hallazgos clinicos mas
frecuentemente encontrados son: polipnea, y datos de dificultad
respiratoria(manifestaciones francamente inespecificas), sin embargo también
pueden condicionar cuadros neumaonicos que se manifiestan mas tardiamente,
sobre todo en neonatos sujetos a ventilacion mecanica en medios hospitalarios
. Los hallazgos de laboratorio y radiograficos son sumamente inespecificos,
confundiéndose a menudo con enfermedad de membrana hialina, entre otras.
(18).

PATOGENICIDAD DE Ureaplasma urealyticum

El interés por su estudio deriva de su identificacion en cultivos de sangre, fluido
cerebroespinal, secreciones traqueobronquial y del tejido pulmonar y por la
sospecha de que puede ser causa de enfermedad invasiva en neonatos
pretérmino. La enfermedad pulmonar crénica, considerada entre los problemas

comunes de los recién nacidos con peso bajo, se caracteriza inicialmente por el



aumento en el numero de macrofagos, de polimorfonucleares, de células
epiteliales y endoteliales de las vias aéreas, y por el incremento de los linfocitos
T, linfocitos B, células NK, fibroblastos y concentracion elevada de citocinas
proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral-alfa, IL-1b, IL-6 y IL-8, que
contribuyen a la reaccion inflamatoria presente en la enfermedad pulmonar
cronica. (8, 9, 10,11).

En etapas avanzadas se observa fibrosis pulmonar, por lo que estos nifios
requieren de oxigeno por periodos prolongados y puede ser causa de su
muerte. La colonizacién del tracto respiratorio se ha asociado con la alta
incidencia de neumonia, hemorragia intraventricular y enfermedad pulmonar
cronica. La colonizacion experimental con Ureaplasma urealyticum causa, en
monos, una broquiolitis aguda con ulceracion epitelial e infiltracion de células

polimorfonucleares (11).

También son sensibles a los antibidticos que actian a nivel de sintesis de
proteinas, como las tetraciclinas, y algunos de ellos son sensibles a la
eritromicina y sus derivados como la azitromicina y la claritromicina. Se
encuentran limitados dnicamente por una membrana plasmatica, son
filtrables, su tamafo se encuentra comprendido entre los 300 y 800 nm y por

ello se les considera como los microorganismos mas pequefios de vida libre.

(7)

Tienen una capacidad biosintetica limitada, por lo que se requieren medios
complejos para su crecimiento que contienen caldos cerebro-corazén,
peptona, extracto de levadura y suero de algunos mamiferos como fuente de
colesterol. Al crecer en los medios de cultivo, sus colonias presentan
generalmente la forma de huevo frito con un diametro de 0.3 a 0.6 nm y es
por ello que no se observan a simple vista. Actualmente se cuenta con los
estudios de biologia molecular que nos ofrecen pruebas mas especificas y
sensibles para su identificacion definitiva, como la técnica de reaccion de

polimerasa en cadena (PCR).



El mayor reservorio de cepas humanas del U. urealyticum , es el tracto
genital femenino, siendo especialmente importante la colonizacién en mujeres
embarazadas, que se describe en 40 a 80% de ellas Entre los factores de
riesgo de colonizacion por U. urealyticum se encuentran: madre primigesta,
gestante adolescente, bajo nivel socioecondmico, promiscuidad sexual,
enfermedades de transmision sexual, vaginosis bacteriana, uso de
anovulatorios orales, consumo de tabaco y drogas (como conductas de
riesgo) El aislamiento de U. urealyticum en liquido amnidtico y placenta de la
mujer embarazada, ha sido asociado a resultados perinatales adversos, tales
como: corioamnionitis, RPM, parto prematuro, abortos recurrentes vy
mortinatos . La transmision de U. urealyticum de la madre al recién nacido se
produce por via vertical, lo que es significativamente mas frecuente en RN de
muy bajo peso al nacer (hasta en 89%), que en los RN de término No
obstante que aun hay controversia acerca del comportamiento dual de los
micoplasmas en la flora habitual vaginal, donde se pueden observar como
comensales de este nicho, sin embargo, en situaciones propicias, tanto
Mycoplasma hominis como Ureaplasma urealyticum se han encontrado
estrechamente relacionados con cuadros de repercusion perinatal y
enfermedad ginecoldgica (4) desde el punto de vista obstétrico se menciona
Su asociacion a ruptura prematura de las membranas corioamnidticas, parto
pretérmino e infeccion fetal y neonatal. De igual forma, su participacion como
copatégeno en los cuadros de vaginosis bacteriana, asi como su papel
protagénico en las enfermedades que afectan la salud reproductiva, como la
enfermedad pélvica inflamatoria y los trastornos de la fertilidad—, nos obligan a
realizar una busqueda intencionada de estos microorganismos en mujeres
con infeccién vaginal. (6)

En Latinoamérica, existe escasa informacién sobre este microorganismo y su

aislamiento en el binomio madre hijo. (6)

Por otro lado, ratones recién nacidos inoculados con esta bacteria desarrollan
neumonia intersticial aguda; estos resultados hacen pensar que este germen
puede provocar una respuesta inflamatoria en nifios pretérmino. También se ha
investigado, in vitro, el potencial patogénico de este germen para el tejido

pulmonar, los ensayos se han hecho en lineas celulares de monocitos



estudiando la diferenciacion de los macréfagos, la produccion del factor de
necrosis tumoral-alfa, IL-6, los niveles de proteinas y el ARNm, como respuesta
al Ureaplasma urealyticum ; estos ensayos han permitido suponer que la
concentracion del factor de necrosis y de la IL-6 se encuentran asociados al
desarrollo de la enfermedad pulmonar crénica, aunque aun no se aclara el
mecanismo por el cual se produce la enfermedad pulmonar. Los datos con que
se cuenta hasta la fecha, sugieren que la cascada de mediadores inflamatorios
puede ser la causa del dafio irreversible del tejido pulmonar, de la fibrosis o la
destruccion del tejido. Los trabajos hechos en lineas celulares de ratas y de
humanos, muestran que las células del hombre son mas susceptibles a este
germen; su patogénicidad se relaciona con su capacidad de producir
fosfolipasas A y C, las cuales pueden catalizar la liberacion de acido
araquidonico de los fosfolipidos de la membrana; este acido y sus metabolitos
pueden inducir la liberacién de citocinas proinflamatorias. También se informa
que in vitro tiene la capacidad de estimular macrofagos para producir citocinas
proinflamatorias, por lo que se puede considerar la hipotesis de que el
Ureaplasma es un factor asociado a la enfermedad pulmonar cronica de los
infantes prematuros. La etiologia de la enfermedad pulmonar crénica es de
indole multifactorial, encontrandose implicados en ella la inflamacion de los
pulmones, la sobrecarga de fluido, deficiencias nutricias e infecciones; esta
altima es una de las principales causas del dafio pulmonar neonatal. Por eso
tiene cabida la teoria de la transmision vertical de la infeccion con Ureaplasma,

como factor de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad. (12, 13, 14,15).

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE Ureaplasma y Mycoplasma

La técnica conocida por siglas en inglés como PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa) ha mostrado ser una excelente herramienta para la deteccion en
muestras clinicas de fragmentos especificos de ADN. Algunos reportes
muestran que la técnica de PCR es efectiva para la deteccion rapida en
muestras clinicas: el agente infeccioso se puede detectar en menos de 24
horas; esto es importante ya que los ureaplasmas y micoplasmas son
microorganismos que presentan dificultad para ser aislados en el cultivo

directo, requiriendo de 3 a 5 dias para obtener resultados confiables. Los



oligonucledtidos que permiten identificar el Ureaplasma, en todos sus
serotipos, son: (U5) 5-CAATCTGCTCGTGAAGTATTAC-3' vy (U4) 5-
ACGACGTCCATAAGCAACT-3' los cuales amplifican un fragmento de 429
pares de bases. Para confirmar su amplificacién, se hace la hibridacién con el
oligonucledtido  (U9) 5-GAGATAATGATTATATGACAGGATCA- 3. Se
recomienda confirmar la amplificaciébn, ya que se ha observado que las
muestras en estudio pueden contener componentes inhibidores de algunos
componentes de la técnica de PCR, o bien porque los oligonucleétidos pueden

ser no sensibles debido a la poca cantidad del microorganismo) (16,17)

El diagnostico definitivo se puede realizar mediante cultivo, requiriéndose
medios como caldo urea, agar E, agar 7,agar PPLO, suplementados con
extractos de levadura y suero desfibrinado de caballo, sin embargo a menudo

es mucho el tiempo que se requiere para obtener el resultado (18)

Mycofast evolution 3 : Este es un método de deteccion, cuantificacion e
identificacion para Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma hominis
basicamente disefiado para aplicarse sobre muestras de secreciones
endocervicales, uretrales, urinarias, gastricas y de esperma, este dispositivo
también tiene la gran ventaja de que a través de él se puede determinar la

susceptibilidad a antibioticos de los dos agentes antes mencionados.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA: Identifica el crecimiento de Mycoplasma
hominis y Ureaplasma urealyticum  después de 24 horas de incubacion

en medio liquido, durante su desarrollo. Mycoplasma hominis vy

Ureaplasma urealyticum metabolizan la urea y la arginina, respectivamente.
El metabolismo de arginina por Mycoplasma hominis y la actividad de
ureasa en Ureaplasma urealyticum se han sugerido como factores
potenciales de virulencia (Schimke y Barile, 1963), Mycoplasma hominis

genera ATP por la hidrolisis de arginina dando como productos finales CO2 y
NH3. La liberacion de amonio en grandes cantidades puede ocasionar
deplecién de arginina in vitro lo cual resuelta en un efecto citotoxico. La
liberacion de NH3 que ocurre por Ureaplasma spp a través de la hidrolisis de

urea es mediada por una ureasa muy potente. La hidrolisis de urea es el



medio predominante por el cual estos microorganismos generan ATP (22). El
resultando de este complejo metabolismo genera cambio de color del medio
el cual contiene como indicador el rojo fenol que vira de amatrillo a rojo. Este
color se debe a la liberacion de amoniaco al medio lo cual condiciona un pH
alcalino esto permite: 1) la cuantificacion de micoplasma o ureaplasma
basada en la velocidad de hidrélisis de urea o arginina, la cual es proporcional
al numero de gérmenes contenidos en la muestra, 2) Identificacion basada
en el comportamiento del germen a 3 antibioticos 3) Obtener el antibiograma

para Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum (22)

Tradicionalmente la deteccion e identificacion de micoplasmas y ureaplasmas
urogenitales se realiza por métodos convencionales, como el -cultivo
bacteriologico, pruebas bioquimicas, enzimaticas y serolégicas; ademas de
técnicas de biologia molecular como la reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) y sus diversas variantes, estos mismos métodos pueden ser utilizados
en aspirado bronquial de neonatos para la deteccion de dichos agentes, sin
embargo el uso de medios caldo urea y arginina sigue siendo uno de los
métodos mas difundidos para la deteccion de infeccidén de tracto respiratorio
inferior. En agudo contraste, el uso de pruebas rapidas para la deteccién de
éstos agentes se ha difundido en los ultimos afios, con la finalidad de obtener
un diagnostico mas precoz, sin embargo, dichas pruebas se han aplicado a
muestras bioldégicas como: semen, secreciones cervicales, orina, pero no

tenemos informacién de aplicacion de las mismas en aspirado bronquial.

PRUEBA DE DETECCION RAPIDA MYCOFAST EVOLUTION 3 Y TIPOS
DE MUESTRAS UTILIZADAS: La prueba de deteccion rapida se ha utilizado
en muestras bioldgicas de orina, semen, secreciones uretrales,
endocervicales y gastricas, la composicién quimica de cada una de ellas varia

de forma considerable.



COMPOSICION QUIMICA DE LA ORINA

La orina normal contiene un 96% de agua y un 4% de sdlidos en solucion.
Cerca de la mitad de los sdlidos son urea, el principal producto de degradacion

del metabolismo de las proteinas. El resto incluye nitrégeno, cloruros,

cetosteroides, fésforo, amonio, creatinina y &acido urico. Un litro de orina

contiene normalmente agua, 10 mg de cloruro de sodio y dos productos
toxicos: la urea (25 g) y el acido drico (0,5 g), color ambar, densidad 1016 a
1022, ph 4.8 a7.4, residuo seco 55-70 g.

COMPOSICION QUIMICA DEL SEMEN

Viscoso, autolicuefaccion a 20°C densidad de 1020-1040,

aspecto blanco opalescente, ph 8.1-8.4 Peso seco 20.0-23.0 g/100 g,
amoniaco de 0-4.5, lipidos proteinas, 1.58 a 1.80mg/100 ml, aminoacidos 31-
56mEq/litro, cloruros 280mEqg/100ml, glucosa 610mg/100ml, fésforo inorganico
40-50mg/100ml. Colesterol, acido lactico, fosfatasa acida y alcalina,
hialuronidasa, fosforilcolina y ergotina, acido ascérbico y espermina.

COMPOSICION QUIMICA DE LA SECRECION VAGINAL

Color blanco, aspecto claro, consistencia altamente viscosa, ph 4.5, la
secrecion normal de la vagina carece de olor y microscépicamente esté libre de
micelios, Tricomonas vaginalis, esporas, y células guias. La muestra de fluido
vaginal presenta células de descamacion y abundantes Lactobacillus spp. Sin
embargo hay gran variaciéon en fluido vaginal normal y algunos sintomas
asociados con las condiciones anormales de la vagina aparecen en mujeres

sanas.
COMPOSICION DEL JUGO GASTRICO

La composicion del jugo gastrico depende de la actividad de las células de su
mucosa. Su pH es normalmente muy bajo (1.0 a 1.5), por el HCI secretado por
la mucosa. La mucosa secreta también un enzima proteolitico llamado pepsina

(ya mencionado) y dos diferentes tipos de mucus: uno soluble y otro insoluble



en agua. El jugo gastrico contiene gran cantidad de agua, electrdlitos (Na*, K*),
el factor intrinseco, al cual nos hemos referido anteriormente, y dos enzimas de
cierta importancia, pero en modo alguno indispensables: la quimosina y la

lipasa.

COMPOSICION DE SECRECION BRONQUIAL

Los principales componentes de la secrecion bronquial son agua (95%),
glucoproteinas acidas (2%), lipidos (0,5-1%) y otras proteinas en menor
proporcién. Esta secrecion se divide en tres capas:

- La mas superficial o fase gel tiene, como su nombre indica, consistencia
de gel, contiene la mayor parte de glucoproteinas y es transportada por
el movimiento ciliar.

- La parte profunda, conocida como fase sol, est4 en contacto con la zona
apical de las células epiteliales, es mas rica en agua y contiene un
tensoactivo proveniente del sistema alveolar que asegura la capacidad

de deslizamiento y el efecto antiadhesivo al compararse con la fase gel.

- La mas profunda formada por glucoproteinas que cumplen la funcién de

sostén dentro de la constitucién del moco.

El moco tiene unas caracteristicas fisicas (viscosidad, tixotropia, elasticidad y
plasticidad) de las cuales la elasticidad y la viscosidad son las mas importantes,
que le permiten atrapar las particulas y ascender contra la gravedad. La

combinacion de estas propiedades determina la eficacia del transporte ciliar.

La viscoelasticidad consiste en el deslizamiento del moco para luego retornar a
su forma en una posicion diferente a la inicial y depende principalmente del
contenido en agua y de las glucoproteinas o mucinas de elevado peso

molecular. Existen tres tipos de mucinas:

- Sialomucinas: son ligeramente acidas, ricas en grupos carboxilo.
- Sulfomucinas: son muy acidas, ricas en grupos sulfato.
- Fucomucinas: son neutras, ricas en grupos metilo.
Estas moléculas se agregan y entrecruzan para formar una matriz

tridimensional mediante diversas fuerzas: puentes de hidrégeno, enlaces



ionicos y enlaces covalentes. Los puentes de hidrégeno (débiles) determinan
las propiedades viscosas; los enlaces idnicos y covalentes (mas fuertes)
determinan la elasticidad y la viscosidad. Cuanto mas acida es la secrecion,

mayor es su viscoelasticidad.

Cuando la viscosidad aumenta, la secrecibn mucosa encuentra mayor
resistencia al desplazamiento mientras si disminuye la elasticidad, una vez
estirado pierde la capacidad para retraerse y ascender. Viendo esto, podemos
deducir que cuando surgen cambios en la composicidén y propiedades fisicas
del moco, esto redunda en la alteracion del transporte, o que ocurre en ciertas

enfermedades de las vias respiratorias:

La viscosidad puede verse aumentada por infeccibn y muerte celular
(esputo purulento), pues aparece un estimulo en la formacion de
glucoproteinas, un aumento de trasudacion de proteinas plasmaticas y
un aumento de ADN en el moco.

- En ausencia de infeccion (bronquitis crénica, asma y mucoviscidosis), la
secrecion es abundante y rica en sulfomucinas y en inmunoglobulinas A,
que aumentan también de forma importante la viscoelasticidad y
reducen la velocidad de depuracion mucociliar.

- En las broncopatias crénicas obstructivas la situacion es variable segun
el estado de la enfermedad aumentando en su inicio la viscosidad y
elasticidad.

- Ademas, en muchas situaciones patolégicas, puede existir una

disfunciéon del movimiento ciliar debido a una alteracion primaria de las

células ciliares y esto predispone a las infecciones cronicas y

recurrentes en multiples sitios a lo largo del tracto respiratorio asi como

el desarrollo de bronquiectasias.

En este caso se evaluara utilidad de la prueba de deteccion rapida en aspirado
bronquial de neonatos, que en general tiene componentes muy diversos que
difieren sustancialmente de otros tipos de muestras biolégicas que se han
utiizado como sustrato de Mycofast evolution 3, para la detecciéon de

Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum.



Mycofast Evolution 3  y los antecedentes de uso y estudios en clinica.

Se llevé a cabo un estudio comparativo con cepas de referencia y cepas
clinicas con el método en medio sélido Agar A7 y el método en medio liquido
Mycofast Evolution 3 . Las cepas de U. urealyticum (n=29), y M. hominis
(n=44) fueron probadas por separado, o como una mezcla de diferentes
diluciones, de 10° a =106 UFC /ml en agar A7. Para la cuantificacion la
concordancia global entre los 2 métodos es 88,4% (97,8% para la concordancia
en una misma dilucion) (7)

Para la identificacion la concordancia global entre los 2 métodos es 97%, para
el patron de antibidticos. Las concentraciones muy altas =106 UFC /ml de U.

urealyticum fueron capaces de provocar cambio de color en el pozo 6 (E) (7)

METODOS CONVENCIONALES DE DIAGNOSTICO

La deteccion e identificacion de micoplasmas urogenitales se realiza por
métodos convencionales, como el cultivo bacterioldgico, pruebas bioquimicas,
enzimaticas y seroldgicas; ademas de técnicas de biologia molecular como la

reaccion en cadena de la polimerasa y sus diversas variantes.

CULTIVOS:

La deteccion de infeccion por Micoplasma y Ureaplasma, se puede realizar de
manera eficaz por medio de cultivo de liquidos o tejidos bioldgicos
normalmente estériles como: sangre, LCR, liguido amniodtico, tejido
placentario, secrecion bronquial (estd ultima en neonatos). La naturaleza
fastidiosa de estos microorganismos y la ausencia de crecimiento en cualquier
medio de cultivo ordinario, son de los factores mas importantes que
condicionan los distintos indices de sensibilidad y especificidad reportados en
la literatura, para establecer el diagnéstico de infeccion por éstos agentes. Aun
utilizando medios de cultivo adecuados. Los cultivos siguen siendo el estandar
de oro, y referencia para el diagndstico de infeccion por M. hominis vy



Ureaplasma spp ., sin embargo, éstos, son costosos y usualmente el

crecimiento lento requiriendo un minimo de 2 a 5 dias (26)

Los medios de cultivo para recuperar Mycoplasma y Ureaplasma _ a partir de

muestras clinicas requiere de una gran variedad de complementos
nutricionales los cuales incrementan el costo de su estudio, entre ellos se
pueden mencionar: suero y factores de crecimiento (extracto de levadura,
sustrato metabdlico), adicionalmente se utiliza antibioticos, con la finalidad de
minimizar o inhibir el crecimiento de otras bacterias. Se ha demostrado que al
emplear medios de cultivo para el aislamiento de estos agentes el porcentaje
de sensibilidad es variable mostrando valores menores al 70% vy la

especificidad de los mismos esta alrededor del 90% (27)

Entre los medios de cultivo més utilizados se destaca el caldo y agar SP4 (pH
7,5), Agar A7. Estos fueron formulados originalmente para el cultivo de
espiroplasma y es considerado el mejor medio de uso general para el
crecimiento de micoplasmas. Otros son: el Medio de New York City modificado,
el Sistema Trifasico (Mycotrim RS, Irvine Scientific, Irvine, Calif.), y el agar y
caldo PPLO (pleuroneumonia like organism) con extracto de levadura y suero
de caballo. (27).

La CDC Recomienda el uso de Agar A8 y A7 para detector el crecimiento de
Ureaplasma spp. Y Agar A8, Agar A7, Agar SP4 en el caso de Mycoplasma
hominis (27)

Se ha observado que en estos medios bifasicos se ve favorecida la
recuperacion de los micoplasmas en comparacion con las placas de agar. En
un estudio realizado por Kenny y col. (1990), se demuestra que el uso de estos
medios incrementa el aislamiento en un 26%. En cuanto al tiempo de
incubacion de los cultivos, ello va a depender marcadamente del indculo inicial.
Los medios de cultivo en caldo se deben incubar en atmdésfera de aire a 37°C
durante un tiempo maximo de cuatro semanas, inspeccionandolos diariamente
para detectar cambios de color y turbidez. En general, se considera que la
turbidez macroscépica y un cambio acido o alcalino del indicador en 1-5 dias se
deben a contaminacion bacteriana, mientras que un cambio gradual y leve del

indicador del pH en 8-15 dias, sin turbidez macroscépica sugiere un cultivo



verdaderamente positivo. En este caso, el caldo debe subcultivarse
rapidamente en placa con un medio apropiado e incubado en cdmara humeda
y atmésfera con 5% de CO2 a 37°C durante 5-7 dias, ya que a medida que se
acumula mas acido en el medio los micoplasmas rapidamente se tornan no
viables. Si no hay cambio de color obvio después de 1 y 3 semanas de
incubacion en el medio bifasico, debe realizarse un subcultivo a ciegas en
medios de agar. En los medios sdlidos, las colonias pueden visualizarse
mediante microscopio estereoscopico en objetivo de 20X 6 60X, se observan

redondas con superficies granulosas y sumergidas en el agar. (27).



JUSTIFICACION

Ureaplasma y Mycoplasma son microorganismos que han sido implicado en
enfermedades

como: sepsis, neumonia, meningitis en neonatos, que generan un elevado
indice de morbilidad y mortalidad, a menudo los métodos tradicionales de
diagnostico presentan algunos inconvenientes con respecto al tiempo en que
otorgan resultados( cultivos, caldo urea y arginina). La prueba de deteccion
rapida_ MYCOFAST EVOLUTION 3, identifica el crecimiento de Ureaplasma

urealyticum y Mycoplasma hominis en 24 horas cuando se utiliza medio liquido,

por lo que constituye una herramienta diagnostica  como alternativa para
deteccidn de agentes atipicos causales de infecciones de vias respiratorias
bajas. Proporciona resultados de forma rapida cuando se utiliza en muestras
de secrecion cervicovaginal, gastrica, esperma, y por ello la importancia de
probar su efectividad en muestra de aspirado bronquial de neonatos con la
finalidad de obtener resultados 6ptimos y tempranos e iniciar tratamiento
oportuno, ya que hasta el momento no se han realizado estudios en los cuales
se haya utilizado esta prueba de deteccién rapida en muestra de aspirado

bronquial para la deteccién de agentes atipicos.

HIPOTESIS

Si la prueba de deteccion rapida Mycofast Evolution 3 _ha demostrado

ser un meétodo util para la deteccion de Ureaplasma urealyticum vy
Mycoplasma hominis en secreciones cervicales, semen, orina, entonces
seria importante evaluar su utilidad cuando se utiliza en  muestras de
aspirado bronquial, con la finalidad de detectar de manera réapida

infecciones del tracto respiratorio inferior por estos agentes.



OBJETIVO GENERAL

\J/ .z s . .,
** Evaluar una prueba de deteccién rapida para la deteccion de

Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma hominis en

aspirado bronquial de neonatos hospitalizados Unidad de

cuidados intensivos e intermedios del INPerlER.

\J/ . -
** Comparar los resultados obtenidos al utilizar una prueba de

deteccion rapida para Ureaplasma urealyticum vy

Mycoplasma hominis, en aspirado bronquial , con el

método convencional de diagndstico: cultivo en Agar A7

(después de crecimiento de agentes en caldo urea y caldo

arginina )

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba de
deteccién rapida cuando se utiliza como prueba diagnostica
para deteccion de Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma

hominis , en aspirado bronquial.

Comparar la sensibilidad y especificidad de la prueba rapida

de deteccion y el método convencional.



® Calcular el valor predictivo positivo y negativo de la prueba
de deteccidn rapida cuando se utiliza como prueba
diagnostica para deteccion de Ureaplasma urealyticum y

Mycoplasma hominis , en aspirado bronquial

® Determinar la Significacion clinica de las infecciones de
tracto respiratorio inferior por Ureaplasma urealyticum y
Mycoplasma hominis, en neonatos y la importancia de las
pruebas de deteccion rapida como alternativa en el
diagnostico oportuna de los procesos infecciosos causados
por éstos agentes.



MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO:

Cohorte, prolectivo, transversal, comparativo

SITIO DE REALIZACION:
Se llevara a cabo en Unidad de cuidados intensivos neonatales (UCIN) vy
unidad de cuidados intermedios neonatales (UCIREN) del Instituto nacional

de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”.

UNIVERSO DE ESTUDIO:

Todos los pacientes que ingresaron en unidad de cuidados intensivos
neonatales y unidad de cuidados intermedios neonatales a partir del 1 de
enero de 2008 y que estuvieran en fase Il de ventilacion, y con la
presencia de datos clinicos de deterioro ventilatorio, después de 14 dias de
vida extrauterina independientemente de la edad gestacional de los
pacientes y de las enfermedades adyacentes (diagnostico de ingreso),

tamafo de la muestra: 17 muestras de aspirado bronquial.

CRITERIOS DE INCLUSION:

o Pacientes de cualquier edad gestacional.

o Pacientes sometidos a fase Ill de ventilaciébn con deterioro clinico a
nivel respiratorio después de 14 dias de vida extrauterina.

o Pacientes con consentimiento informado.

o Pacientes que se encuentren bajo tratamiento con macroélido al
momento de la toma de muestra de aspirado bronquial. Es de

Eliminacion.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

o Neonatos o lactantes a los que no se les pueda tomar la muestra de

aspirado bronquial.



o Pacientes que se encuentren sometidos a tratamiento a base de
macrélidos al momento de la toma de muestra de aspirado bronquial.

o Pacientes que hayan recibido tratamiento con macrolidos

o Muerte neonatal por causa indeterminada.

o Pacientes que se tomo la muestra y no se les realizo cultivo y solo se

realizo Mycofast evolution 3.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

e Se incluyeron en este estudio a todos los neonatos y lactantes que
se encontraban hospitalizados en UCIN o UCIREN del INPerlER y
ventilacion mecanica con datos de deterioro ventilatorio (apnea.
Necesidades elevadas de O2, dependencia a ventilacibn mecanica,

desaturaciones).

e« Se tomo muestra de aspirado bronquial, y se coloco en un frasco
estéril (técnica que se utilizaria en caso de colectar jugo gastrico u

orina) para aplicar Mycofast evolution 3

Aspirado bronquial:

- Muestra: aspirado bronquial, transtraqueal o muestra de
broncoscopia.
+ Volumen: 1 ml.

- Recipiente: envase estéril.

« Como se trata de una muestra liquida se inoculara un vial conteniendo
UTM, con 300 ul de liguido homogeneizado

« El medio UTM, inoculado puede mantenerse por 8 horas a temperatura
ambiente (18 a 25 C) 0 16 horasentre 2y 8 T

+ Preparacion y almacenamiento de la muestra: Todos los reactivos estan
listos para usarse, los viales pueden almacenarse entre 2y 8 C, en su

empaque original hasta la fecha de expiracion.



METODO: Permitir que los reactivos alcancen la temperatura ambiente
por 20 a 30 minutos.

o Reconstitucion del medio: Transferir cada medio inoculado de
UMM t, en nuevo vial de UMM lyo. El medio UMM lyo
reconstituido debe dar una coloracién anaranjada

o Inoculacién en la charola: Retirar la pelicula adhesiva y adicionar

los siguientes pozos:

Pozos 1-20 100 yl de UMM lyo
inoculado

Pozos 6-7 50 pl de suplemento
S.Mh.

Pozos 1-20 2 gotas de aceite de
parafina

0 Recubrir los pozos con la pelicula adhesiva.
o Inoculacion de la charola: Incubar la charola a 37 C +1<C,
durante 24 hrs.

o Para la cuantificacion de Ureaplasma urealyticum y
Mycoplasma hominis, leer los resultados a las 24 horas.

LECTURA E INTERPRETACION:

o Validacion: Verificar que todos los pozos de la fila estén limpios
(sin turbidez), la presencia de turbidez refleja contaminacion
bacteriana

o Lectura e interpretacion: Los resultados se leen por el color
obtenido en los diferentes pozos, el resultado ser& positivo
cuando la coloracion se torne rosa a rojo (alcalinidad) o amarillo si
no hubo crecimiento. Una coloracion discretamente anaranjada

(limite) se considera positiva
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o Identificacion: Pozos 4,5y 6: Basado en la identificacion de

acuerdo al cambio de color en los diferentes pozos, en este caso,

las observaciones en los pozos 4,5 y 6 determinan el patrén de
antibiéticos: COLOR DEL POZO #

4(L) 5 ( SXT) 6(E)
Ureaplasma Rojo Rojo Amarillo
urealyticum
Mycoplasma Amarillo Rojo Rojo
hominis

» Cuantificacion: Pozos 1,2,3y 7 : Detectar los pozo
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Color rojo observado en el pozo # Interpretacion ( UCC / ml)
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ly?2 U.u valor 10 4

12y3 U.u. 2105
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» Prueba de susceptibilidad (pozos 8 - 20): El cambio de
color del medio de los pozos conteniendo un
antibidtico, indica la presencia de desarrollo bacteriano
y resistencia al AB a la concentracién probada. El color
amarillo en el pozo indica la ausencia de desarrollo
bacteriano y susceptibilidad al AB probado a dicha cierta

concentracion determinada.

Para hacer el estudio comparativo, la muestra de Aspirado
bronquial se sembrara en caldo de urea y arginina (agregando
50 microlitros de muestra de aspirado a cada caldo) , y se
incubara hasta 7 dias, a 37 °C, con condiciones de CO2 al 5 al
10%, y 100% de humedad.

Las muestras positivas se sembraran en medio sélido para la

busqueda de colonias (Agar A7)

PRINCIPIO DE MYCOFAST EVOLUTION 3

Identifica el crecimiento de ambos agentes después de 24 horas de incubacion
en medio liquido. Durante el desarrollo de Ureaplasma urealyticum vy
Micoplasma hominis, metabolizan la urea o la arginina respectivamente,
resultando en el cambio de color del medio, el cual contiene como indicador el
rojo de fenol, que vira de amarillo a rojo. Este color se debe a la liberacion de

amoniaco, resultando un pH alcalino en el medio.



El crecimiento del micoplasma permite:

1. La cuantificacion de micoplasma basada en la velocidad de hidrélisis de
urea 0 arginina, la cual es proporcional al nimero de gérmenes
contenidos en la muestra.

2. La identificacion basada en el comportamiento del germen a tres
antibiéticos (patrén de antibioticos).

3. Conocer al antibiograma para microorganismos.
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REACTIVOS (Descripcion):

1. UMM t: vial del medio de transporte para micoplasma (3mml).
2. UMM. lyo: vial del medio de crecimiento liofilizado (+3 ml de UMM t).

Ela charola cuenta con 20 pozos.



VARIABLES OPERACIONALES

Variable Tipo de variable Definicién Unidad o escala
conceptual de medicion
Edad Cuantitativa Tiempo transcurrido | Afios
discreta a partir del
Independiente nacimiento de un
individuo
Peso Cuantitativa Es la medida de la Gramos (grs.)
continua fuerza que ejerce la

Independiente

gravedad sobre un
cuerpo. En su uso
cotidiano, el término
"peso” se utiliza a
menudo como
sinénimo de
masa.cantidad de
materia contenida
en un cuerpo

Edad Gestacional | Cuantitativa Tiempo trascurrido Semanas de
continua de una gestacion Gestacion
Independiente humana, que dura
por término medio
40 semanas (280
dias) desde la fecha
de dltima regla
Escala de Ballard | Cuantitativa Método clinico Semanas
continua postnatal de célculo

Independiente

de edad gestacional
gue consiste en la
observacion de una
serie de
caracteristicas
fisicas a partir de las
cuales se asigna
una puntuacion
determinada

Apgar

Cuantitativa
discreta
Independiente

Evaluacion del
estado general del
recién nacido de
acuerdo a cinco
parametros, a los
cuales se les asigna
una puntuacion cuya




suma da el
resultado.

Sexo Cualitativa Género, define de Femenino
dicotomica forma psicosocial Masculino
independiente los diferentes

estados sexuales
Variable Tipo de variable Definicion Unidad o escala
conceptual de medicion

Neumonia atipica | Cualitativa Es la infeccion radiologia

independiente

del parenquima
pulmonar
causada por
ciertas bacterias
como: Legionella
pneumophila,
Micoplasmas,
Chlamydophila,
donde existe una

disociacion
clinico
radioldgica.
Cultivo Cuantitativa Son medios
independiente indefinidos

0 naturales y en su
preparacion siempre
se incluye algun
extracto de
composicién
quimica
desconocida. El mas
utilizado, el caldo
comun o su version
solidificada con
agar, es un medio
que permite el
crecimiento de la
mayoria de las
bacterias que se van
a utilizar




ANALISIS ESTADISTICO:

Se efectud estadistica utilizando medidas de tendencia central ,
coeficiente

de kappa y la prueba de McNemar

RECURSOS HUMANOS:
o 1 investigador residente
o 1 asesor clinico y metodoldgico

o 1 asesor microbioldgico

RECURSOS MATERIALES:
o Asas de inoculacién, mechero de Bunsen.
o Matraces Erlenmeyer.
o Vasos de precipitado.
o Tubos de ensayo tapdn rosca de 16 x 150 mm y de 16 x
125 mm.
o Cajas de Petri.
o Pipetas Pasteur.
o Gradillas.
o Hisopos estériles.
o Incubadora.
o Jarra de incubacion de CO2.
o Marcadores.
o Canula de aspirado.

o Recipiente estéril.

o Kit Mycofast evolution 3



RESULTADOS:

En el periodo comprendido de Enero del 2008 a Julio del mismo
aNo se obtuvieron 17 muestras de aspirado bronquial de
pacientes hospitalizados en la UCIN y UCIREN del INPerIER.

En este estudio se analizaron un total de 17 muestras de recien
nacidos de este instituto.

Del total de estas muestras 8 (47.1%) se recolectaron en
pacientes del sexo femenino y el 9 (52.9%) del sexo masculino
(Tabla I y Grafica 1).

TABLA I. DISTRIBUCION POR SEXO

Género Nimero pacientes Porcentaje
Femenino 8 47,1%
Masculino 9 52,9%

TOTAL 17 100%

Gréfica 1. Division de pacientes por género
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En los antecedentes maternos perinatales, se reporto 7

(41.2%) de las madres presentaron

presento corioamnioitis y el

leucocitosis, 1 (5.9%)

4(23.6%) ruptura prematura de

membranas, a 17 (100%). (Tabla II y Grafica 2).

TABLA 1II. ANTECEDENTES MATERNOS PERINATALES

Hallazgo Ndamero de Porcentaje
pacientes
Fiebre 0 0%
Leucocitosis 7 41,2%
Corioamnioitis 1 5,9%
RPM 4 23,5%
Cultivos CV 17 100%

Grafica 2: Antecedentes maternos perinatales
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Los microorganismos aislados en estos cultivos fueron: igual
para Candida sp. y Chlamydia trachomatis 3 casos
(17.6%),Ureaplasma urealyticum en 1 caso ( 5,9%),
Mycoplasma hominis en 1 caso (5,9%) y en 9 cultivos no se
obtuvo desarrollo ( 52,9%) (TABLA III y Grafica 3).

TABLA III. MICROORGANISMOS DETECTADOS EN
CULTIVOS CERVICOVAGINALES MATERNOS.

Microorganismo Ndamero de Porcentaje
casos
Candida sp. 3 17,6%
Chlamydia 3 17,6%
trachomatis
Ureaplasma 1 5.9%




urealyticum

Micoplasma hominis 1 5,9%
Sin desarrollo 9 52,9%
TOTAL 17 100 %

Grafica 3: Microorganismos detectados en cultivos
cervicovaginales maternos.
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La patologia materna detectada fue la siguiente 1 (5.9%) caso
se reporto infeccion por virus del papiloma humano (VPH)1
(5.9%) caso infeccion de vias urinarias, 2 (11.8%) casos
diabetes gestacional (DGA) e hipertensidén arterial sistémica
crénica (HASC). (TABLA 1V y Grafica 4 ).




TABLA IV. ENFERMEDADES MATERNAS

Enfermedad Namero de Porcentaje
pacientes
Infeccién VPH 1 5,9%
DGA 2 11,8%
IVU 1 5,9%
HAS C 2 11,8%
Sin enfermedad 11 64,7%
TOTAL 17 100%

Grafica 4: Enfermedades maternas

Infeccion VPH DGA IVU HAS C Sin Enfermedad Total
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El 2(11.8%) de las madres de los pacientes recibieron manejo

antimicrobiano antes de la resolucion del embarazo con

ampicilina y cefalexina ( Gréfica 5).

Grafica 5: Uso de antimicrobianos en madres de los
pacientes
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La edad gestacional del grupo estudiado predomino la edad de
29-36 sdg, con un 12 (70.5%) vy el peso promedio fue de 2.200
gramos. (TABLA V y Grafica 6).

TABLA V. EDAD GESTACIONAL DE LOS PACIENTES

Edad gestacional | Nimero de casos Porcentaje
Menor a 28 SDG 1 5,9%
De 29 a 36 SDG 12 70,5%
Mayor a 37 SDG 4 23,5%
TOTAL 17 100%




Grafica 6: Edad gestacional de los pacientes
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Las manifestaciones clinicas que presentaron los neonatos
fueron las siguientes: En 17 (100%) casos taquipnea vy
alteracion del patrén respiratorio, y 14 (82.4%) alteraciones de
la frecuencia cardiaca 14 (82.4%) distermias 7 (41.2%) vy
cambios vasomotores 10 (58.2%). (Tabla VI y Gréfica 7)

TABLA VI. MANIFESTACIONES CLINICAS NEONATALES

Manifestaciones clinicas Ndamero de Porcentaje
casos

Taquipnea 17 100%




Alteracion del patron respiratorio 14 82.49%%,
Alteracion de la frecuencia cardiaca 14 82.4%
Distermias 7 41.2%
Cambios vasomotores 10 58.2%

El uso de esquemas antimicrobianos utilizados en los pacientes
previo a la toma del aspirado bronquial fue el siguiente en 6
(35.4%) casos ampicilina y amikacina, y en 5 casos (29.5%)
cefotaxima, ningun caso recibié previamente antimicrobianos

del tipo de macrdélidos.

En los 17 (100%) casos se encontraron alteraciones radioldgicas

principalmente patron de afeccidn intersticial.

En las 17 muestras de aspirado bronquial procesadas, no hubo
crecimiento de  Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma hominis en
ninguno de los medios convencionales (caldo urea y caldo
arginina) la prueba de deteccidon rapida (Mycofast evolution 3)
en todos los casos fue negativa, al no obtener aislamiento
microbioldgico no se pudo efectuar cultivo en medio Agar A7.
(TABLA VII).

TABLA VII RESULTADO DE ASPIRADO BRONQUIAL

No. Myofast Evolution 3 a | Caldo urea | Caldo Agar A7
Paciente | las 24 h a los 7 | arginina a los
dias 7 dias
1 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud
2 Negativo Negativo | Negativo No se




efectud

3 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

4 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

5 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

6 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

7 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

8 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

9 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

10 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

11 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

12 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

13 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

14 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

15 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud

16 Negativo Negativo | Negativo No se

efectud




17 Negativo Negativo | Negativo No se
efectud
DISCUSION
Ureaplasma y Micoplasma son microorganismos implicados en

enfermedades neonatales y maternas lograndose a traves del tiempo avances
en su conocimiento, Existen estudios de la colonizacion de Ureaplasma
urealyticum en la superficie coridnica de la placenta, estudios de infecciones
respiratorias y del sistema nervioso central (SNC) por M. hominis en recién

nacidos que adquirieron la infeccion en el canal del parto.

En nuestro estudio encontramos que el 23.4% presentaron ruptura de
membranas corioamnibticas y 76.4% prematurez , en investigaciones
realizadas estos factores se han vinculado con participacion de estos
microorganismos como causantes de infeccion respiratoria y del sistema
nervioso central , debido a las repercusiones que tienen estos microorganismos
y las secuelas, considerando de alto riesgo a estos pacientes decidimos utilizar
Mycofast como alternativa de deteccion temprana ademas de que es una
prueba de deteccion rapida fundamentada en diversos estudios y con una alta
especificidad y sensibilidad para detectar a estos microorganismos en otros
fluidos.

Aunque sabemos que en México la infeccion predominante es por Chlamydia
trachomatis , los estudios que se han realizado en nuestro Instituto en la clinica
de ITS reporto en mujeres no embarazadas un 21.5% de recuperacion de
micoplasmas en 1989, otro estudio realizado en 1995 reporto el 3.9% , dentro
de los factores de riesgo para la presencia de estos microorganismos en las
madres de los pacientes ninguna tuvo factores de riesgo aparente como son el
uso de dispositivos y parejas multiples, estos microorganismos pueden producir

corioamnioitis encontrando en nuestro estudio solo en el 5.9%.




Existen estudios de mujeres embarazadas, en México y ambos agentes se han
encontrado como causa de infeccién cervical alrededor del 25%, aunque la
infeccidn cervical con C. trachomatis, es relevante la deteccién temprana de los

micoplasma.

Otro pardmetro que nos permitio seleccionar y aplicar inicialmente Mycofast sin
tener el resultado del estandar de oro fueron los cambios radiolégicos los
cuales nos orientaban a sospechar la presencia de microorganismos atipicos,
ya que es caracteristico el patron intersticial , prematurez, la manifestaciones
de neumonia son inespecificas, pero nuestros hallazgos concuerda con los
encontrados en la literatura como son taquipnea se presento en el 100% de
nuestros pacientes alteracion del patrén respiratorio en 82.4% los resultados de
laboratorio obtenidos fueron inespecificos, al igual que se refiere en la

literatura.

El cultivo de aspirado bronquial a sido una herramienta valiosa sin embargo, el
uso de nuevos dispositivos para efectuar un diagnostico rapido y oportuno nos
permite iniciar un tratamiento en forma precoz en pro del bienestar de los
neonatos , el cultivo de caldo urea y caldo arginina es el estandar de oro para
el diagnostico pero uno de sus inconvenientes es el tiempo que se requiere
para valorar la presencia de estos microorganismos (7 dias) y sin embargo el
fundamente bioquimico de Mycofast evolution 3 lo realiza en 24 horas
conociendo de la alta sensibilidad y especificidad de Mycofast para la deteccién
en diversos fluidos y conociendo los estudios realizados como este estudio

comparativo con cepas de referencia y cepas clinicas con el método en
medio sélido Agar A7 y el método en medio liquido Mycofast Evolution 3. Las
cepas de U. urealyticum (n=29), y M. hominis (n=44) fueron probadas por
separado, con una mezcla de diferentes diluciones, de 103 a =106 UFC /ml
en agar A7. Para la cuantificacion la concordancia global entre los 2 métodos
es 88,4% (97,8% para la concordancia en una misma dilucion), analizamos la
composicién quimica de los diferentes fluidos encontrando que es utilizado con
diferentes ph y composiciones y que estos aspectos no son limitantes para el
aislamiento, tomando nosotros como prueba de seguridad el estandar de oro

gue fue el caldo urea y arginina resultando negativo en todos los casos al igual



gue Mycofast, con los valores obtenidos de las observaciones se les realizo el
coeficiente de kappa el cual fue 0.17 lo que nos traduce que la concordancia
es inadecuada y puede ser debida al azar.

En nuestro estudio ni el caldo urea/arginina tuvo desarrollo, ni Mycofast, y el
Agar 7 no se realizo por lo que no se pueden establecer comparacién, la
sensibilidad y especificidad no se pudo calcular debido a que no obtuvimos

ningun resultado positivo.

Al realizar la prueba de McNemar se reporta que no hay diferencia estadistica
significativa entre ambos métodos por lo que los dos pueden ser igualmente

efectivos para la deteccion de micoplasmas en aspirado bronquial.



CONCLUSIONES:

En nuestra investigacién los resultados fueron negativos puede
ser que exista una diferencia que no se pudo detectar quizas por
un numero insuficiente de sujetos, por lo que se dice no tuvo el
suficiente poder o potencia, pero a pesar de esto no dudamos
de la efectividad de Mycofast y sugerimos continuar realizado
estudios de investigacién de tipo prospectivo y no descartar el
uso en secrecion bronquial, aunque es necesario que se apoye

con mayor numero de estudios asi como de muestra.
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ANEXO I:

DE CAPATACION DE DATOS

|.-_FICHA DE IDENTIFICACION:

Nombre del paciente: Fecha:
Registro: Edad: Fecha de nacimiento: Sexo
Domicilio: Teléfono -

II.- HISTORIA PERSONAL

Numero de gestacion :

Edad gestacional:

Talla:

Peso:

Apgar:

Silverman:

Patologia neonatal:

Patologia infecciosa:

© 0 N o g B~ wDbdPRE

Dias de ventilacién mecéanica:

[ll. RESULTADOS OBTENIDOS:

1. Resultado Mycofast evolution 3 Identificacion:

2. Resultado Mycofast evolution 3 cuantificacion:

3. Resultado Mycofast evolution 3 Susceptibilidad:

IV. Otros resultados:

1. Resultado caldo urea

2. Resultado Caldo arginina
3. Cultivo en Agar A7
4

. Cultivos CV maternos
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