UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
SECRETARIA DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

“DETECCION DE Mycoplasma pneumoniae EN CUADROS
EXTRAPULMONARES EN PACIENTES PEDIATRICOS”

TESIS
PARA OBTENER EL TiTULO DE
SUBESPECIALISTA EN INFECTOLOGIA

PRESENTA:
DRA. KARLA XIMENA LEON LARA

TUTOR:
DR. AGUSTIN DE COLSA RANERO

CO-TUTOR:
DRA. JOCELIN MERIDA VIEYRA

TUTOR METODOLOGICO:
MRN. CHIHARU MURATA

CIUDAD DE MEXICO 2019




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mi tutor, Dr. Agustin de Colsa por apoyarme para la realizacion de este
trabajo y darme la oportunidad de formar parte de este proyecto. Ademas, por todo
lo que me ha ensefiado durante la residencia de infectologia, entre otras cosas a
romper paradigmas.

A la Dra. Alejandra Aquino y la Dra. Jocelyn Mérida, por el apoyo e inspiracion para
continuar el camino de la investigacion. Al maestro Chiharu por su entusiasmo para
la realizacion de la tesis.

A mis maestros de infectologia por lo que me han ensefiado durante la residencia y
los retos de aprendizaje que me motivan dia a dia.

Agradezco a mi esposo y a toda mi familia por apoyarme incondicionalmente.

A los pacientes y sus familias, sin ellos este trabajo no seria posible.




INDICE

ABREVIATURAS Vi
INDICE TABLAS vii
I. RESUMEN ESTRUCTURADO 1
Il. INTRODUCCION 2
a. Epidemiologia de M. pneumoniae 2
b. Patogénesis de M. pneumoniae en manifestaciones extrapulmonares___ 3
c. Inmunidad contra M. pneumoniae 4
d. Manifestaciones clinicas extrapulmonares de M. pneumoniae 4
e. Diagnéstico de M. pneumoniae 7
f. Tratamiento de M. pneumoniae en manifestaciones extrapulmonares ___ 8
lIl. PREGUNTAS DE INVESTIGACION 9
IV. JUSTIFICACION 9
V. OBJETIVOS
a. Objetivo general
b. Objetivos particulares 10
V1. HIPOTESIS 10
VII. DISENO DE LA INVESTIGACION 10
VIil. DESCRIPCION DEL ESTUDIO 11
a. Poblacion objetivo 1
b. Poblacién accesible 1
c. Criterios de inclusién 1
d. Criterios de exclusiéon 1

e. Criterios de eliminacion

12




f. Ubicacion del estudio

12

g. Muestreo y tamafo de muestra

12

h. Variables del estudio

12

IX. MATERIAL Y METODOS

12

a. Toma de muestras clinicas

13

14

b. Detecciéon molecular de M. pneumoniae

c. Diagnéstico serolégico de M. pneumoniae

X. ANALISIS ESTADISTICO

14

XIl. CONSIDERACIONES ETICAS

XIl. RESULTADOS

15

15

16

XIil. DISCUSION

18

XIV. CONCLUSIONES

20

XV. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

XVI. ANEXOS

21

25




ABREVIATURAS

DE. Desviacion estandar.

EEG. Electroencefalograma.

INP. Instituto Nacional de Pediatria.
LCR. Liquido cefalorraquideo.

ND. No detectado.

NET. Necrosis epidérmica toxica.

NF. Nasofaringeo.

PHS. Purpura de Henoch-Schénlein.
PTI. Purpura trombocitopenica inmune.
rt-PCR. Reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real.
RM. Resonancia magnética

SCN. Sistema nervioso central.

SGB. Sindrome de Guillain-Barré.
SSJ. Sindrome de Stevens—Johnson.
SMF. Sindrome de Miller-Fisher.

UCI. Unidad de cuidados intensivos.
UE. Unidades Estandar.

VEB. Virus Epstein-Barr

Vi




iINDICE DE TABLAS

TABLA 1. Iniciadores y sondas utilizados para la detecciéon de M. pneumoniae a través de

PCR en tiempo real 14

TABLA 2. Resultados de PCR en tiempo real para M. pneumoniae 17

Vii




|. RESUMEN ESTRUCTURADO

Introduccién: Mycoplasma pneumoniae se ha descrito como un patégeno respiratorio,
responsable del 4-8% de las neumonias bacterianas comunitarias. En el 25% de los
pacientes se relaciona con manifestaciones extrapulmonares principalmente neurolégicas,
hematoldgicas y cutaneas. Se ha identificado en el 13% de los casos de encefalitis, 15%
de los casos de sindrome de Guillain-Barré y el 13% de los pacientes con enfermedad de
Kawasaki. Las manifestaciones extrapulmonares pueden ser de mayor gravedad e impacto
clinico que la infeccion respiratoria.

Material y métodos: Estudio prospectivo, observacional, descriptivo y transversal. Se
incluyeron pacientes de 0 a 18 afos con alguna manifestacion extrapulmonar
hospitalizados en el Instituto Nacional de Pediatria. La detecciéon de M. pneumoniae se
realizé a través de una PCR en tiempo real (rt-PCR) de los genes pl y CARDS de
hisopado nasofaringeo y material biolégico estéril.

Resultados preliminares: Durante el periodo de mayo 2018 a julio 2018 se incluyeron 13
pacientes, siete (54%) con afeccion neuroldgica, cuatro (31%) inmunolégica y dos (15%)
hematoldégica. No se confirmd ningun caso de manifestacion extrapulmonar relacionada
con M. pneumoniae por medio de rt-PCR de hisopado nasofaringeo o de muestra biolégica
estéril.

Conclusiones: La amplificacién del gen de la rnasaP por rt-PCR es util para verificar la
calidad de la muestra en diferentes liquidos estériles, asi como la ejecucion del método. La
rt-PCR negativa en muestras bioldgicas estériles descarta un mecanismo de lesion directa
por M. pneumoniae. Sin embargo, para evaluar la asociacibn de manifestaciones

extrapulmonares con M. pneumoniae es necesaria la deteccion de anticuerpos.




Il. INTRODUCCION

Mycoplasma pneumoniae es una bacteria que pertenece a la clase Mollicutes, que incluye
bacterias patégenas y comensales humanos, animales vertebrados, artropodos y plantas.
Es el microorganismo mas pequefio que infecta al humano con un tamano de 1-2 um de
largo y 0.1-0.2 um de ancho.' Esta bacteria se distingue por carecer de pared celular, lo
que la hace resistente a los antibidticos betalactamicos y por tener requerimientos

especiales para su cultivo y transporte. "2
a. Epidemiologia de M. pneumoniae

M. pneumoniae se distribuye por todo el mundo, infecta exclusivamente a humanos y se
transmite de persona a persona por las gotas respiratorias infectadas durante el contacto
cercano. La infeccion ocurre con mayor frecuencia durante el otofio y el invierno, pero se
puede desarrollar durante todo el afio, con ciclos epidémicos cada 3-7 afios.® La mayoria
de los brotes se presentan en comunidades cerradas, como bases militares, escuelas,
campamentos de verano, comunidades religiosas y hospitales.* 5 Puede infectar a
personas de cualquier edad, aunque los casos de infeccién respiratoria por M. pneumoniae
incrementan con la edad, con una incidencia del 26% en menores de 5 afios y del 60% en

mayores de 5 aifios. °

Se ha descrito a M. pneumoniae como un patdégeno respiratorio de nifios y adultos, tanto
de la via aérea superior como inferior. La manifestacion respiratoria mas frecuente es la
traqueoendobronquitis y la de mayor impacto clinico y epidemiolégico es la neumonia.®” Es
responsable de aproximadamente del 4 al 8% de las neumonias bacterianas adquiridas en
la comunidad durante periodos de endemicidad, en caso de epidemias se incrementa del
20 al 40% y hasta un 70% en poblaciones cerradas.* 5 En EE. UU., se producen mas de 2
millones de infecciones anuales por M. pneumoniae y al menos un caso de neumonia por

cada 1,000 personas al afio. 8

La deteccion de M. pneumoniae en muestras clinicas ha mejorado gracias a la
disponibilidad de métodos moleculares, por lo que se ha relacionado a numerosos cuadros
en cualquier o6rgano y sistema, principalmente el sistema nervioso central (SNC),
hematolégico y cutaneo. Aunque las enfermedades respiratorias son la presentacion mas

frecuente de las infecciones por M. pneumoniae, las manifestaciones extrapulmonares




pueden ser de mayor gravedad e impacto clinico. ° Los cuadros extrapulmonares pueden

estar presentes hasta en el 25% de los pacientes con infeccién por M. pneumoniae, los

cuales pueden ir o no acompafiados de sintomas respiratorios. '° Las complicaciones

neuroldgicas son las mas frecuentes, ocurren del 1 al 7% de los pacientes con serologia

positiva para M. pneumoniae, presentando secuelas a largo plazo hasta en el 65% de los

casos. 11,12,13

b. Patogénesis de M. pneumoniae en manifestaciones extrapulmonares

Se han propuesto tres mecanismos por los cuales M. pneumoniae puede causar

enfermedad extrapulmonar: 2 4

1.

Invasion directa de la bacteria al sitio anatémico especifico, lo que ocasiona un
dafio y respuesta inflamatoria local. Esta es la forma mas frecuente en la que se
produce enfermedad pulmonar, aunque también se ha relacionado a cuadros de
encefalitis, artritis y endocarditis, ya que se ha encontrado a M. pneumoniae
mediante deteccion de acidos nucleicos o cultivo en liquido cefalorraquideo (LCR),
liquido sinovial, liquido pericardico y lesiones cutaneas. Este mecanismo de lesion
se produce a partir de un organelo de adherencia formado principalmente por
proteinas como: la adhesina P1, la P30 y accesorias como las proteinas de alto
peso molecular (HMW-1, HMW-2 y HMW-3), proteina A, proteina B, proteina C,
P65 y P116. A través de estas proteinas se favorece la adhesion a las membranas
epiteliales con particular afinidad por el epitelio ciliar respiratorio. Una vez unido, M.
pneumoniae produce peréxido de hidrogeno y superdxido, que lesionan a las

células epiteliales y sus cilios asociados. % ™ 1°

Lesién indirecta en la que se desencadena una respuesta inmunolégica contra la
bacteria, generando complejos inmunes o autoinmunidad. Aunque es dificil
comprobar el papel patogénico de M. pneumoniae en este mecanismo de

patogenicidad. ' 1°

Oclusién vascular que ocasiona isquemia, derivada de una lesion directa o indirecta

por la bacteria. 2 1416




c. Inmunidad contra M. pneumoniae

M. pneumoniae induce una respuesta inmunitaria tanto celular como humoral, la cual
depende del estado inmunolégico del huésped e impacta directamente en la gravedad del
cuadro y la aparicion de complicaciones extrapulmonares. ® La respuesta celular involucra
la activacion de macrofagos, mastocitos, neutrofilos y células NK, posteriormente la
activacion de linfocitos T y B. La respuesta humoral consiste en la produccién de
anticuerpos IgM, IgG e IgA, los cuales no protegen contra infecciones posteriores, pero si
modulan la infeccion aguda. Los pacientes con deficiencia de anticuerpos, pueden cursar
con cuadros clinicos mas graves y prolongados, con mayor riesgo de complicaciones
extrapulmonares, como encefalitis y artritis.®> 7 Los antigenos de M. pneumoniae que
determinan la respuesta humoral incluyen glucolipidos y proteinas. La proteina P1 es la
principal adhesina de la bacteria y la proteina mas antigénica, por lo que desencadena una
mayor y temprana respuesta de anticuerpos, los cuales se encuentran mas regularmente
en el suero de pacientes infectados.'” Otras proteinas inmunogénicas localizadas en la
superficie de la bacteria participan en la respuesta inmune cruzada contra los componentes

de la matriz extracelular del huésped, creando una respuesta de autoinmunidad. &7

d. Manifestaciones clinicas extrapulmonares de M. pneumoniae

M. pneumoniae participa en numerosos cuadros extrapulmonares, principalmente
neuroldgicos, hematoldgicos y cutaneos. ° Las complicaciones extrapulmonares se
observan hasta en el 25% de las personas infectadas con M. pneumoniae, los cuales se
presentan antes, durante o después de las manifestaciones pulmonares o incluso ocurren
en ausencia de sintomas respiratorios.  '° En algunos casos estan involucrados muiltiples

organos al mismo tiempo, lo que lleva a una presentacion mas grave. 3

Las manifestaciones neuroldgicas se presentan del 1 al 7% de los pacientes hospitalizados
con infeccion pulmonar por M. pneumoniae, de los cuales 30% requeriran ingresar a
unidad de cuidados intensivos (UCI) y del 35 al 65% tendran secuelas a largo plazo. 1> 1318
Son mas frecuentes en menores de 10 afios que en adultos, en nifios el 11.5% de las
complicaciones neuroldgicas son atribuidas a M. pneumoniae. ' Las manifestaciones del
SNC mas frecuentes son la encefalitis en el 52% y la meningoencefalitis, seguidas de la

poliradiculitis y la meningitis aséptica.




M. pneumoniae es responsable del 13% de los casos de encefalitis. ® La patogénesis de la
encefalitis aun no esta bien definida, se postula que la encefalitis de inicio temprano es
provocada por un efecto directo de la bacteria, ya que en este tipo de encefalitis la PCR
para M. pneumoniae es frecuentemente positiva; mientras que en la encefalitis tardia se
asocia a una respuesta inmunolégica contra componentes antigénicos de la bacteria, ya
que se presenta con PCR negativa para M. pneumoniae y con anticuerpos anti-tejido

cerebral positivos.' 1620

Las manifestaciones del SNC mas graves son la mielitis transversa y la encefalopatia
diseminada aguda, que representan el 12% de las complicaciones neurolégicas causadas
por M. pneumoniae en nifios. '® 2% 2" Entre el 5 y 15% de los casos del sindrome de
Guillain-Barré (SGB) se asocia a la infeccion por M. pneumoniae, en el desarrollo de este
sindrome se propone un efecto de autoinmunidad ya que los pacientes con anticuerpos
IgM contra M. pneumoniae positivos tienen anticuerpos anti-mielina, por ejemplo
antigalactocerebrosidos positivos. 8 Otras manifestaciones neuroldgicas que se relacionan
con M. pneumoniae son la meningitis aséptica, la ataxia cerebral aguda, el sindrome de
Miller-Fisher (SMF) y las neuropatias craneales o periféricas. El 80% de los cuadros del
SNC estan precedidos de sintomas respiratorios que se presentan de una a dos semanas
antes, por lo que M. pneumoniae se debe considerar dentro del diagnéstico diferencial de

pacientes con sintomas del SNC especialmente si se asocia a neumonia.®

La infeccion por M. pneumoniae se relaciona en un 25% con manifestaciones cutaneas,®
las cuales se pueden presentar como un exantema transitorio o como sindrome de
Stevens—Johnson (SSJ) en el 1 al 5%, eritema multiforme y necrosis epidérmica toxica
(NET).222° Es el agente infeccioso mas frecuentemente asociado con el SSJ, presente
hasta en el 22% de los casos. 2 Cuando este sindrome es causado por M. pneumoniae se
presenta una mayor afeccidon de mucosas, menor afeccidén a piel, en brotes epidémicos,
una evolucién menos grave y mejor respuesta a esteroides comparado con el asociado a
medicamentos. '* 2% 24 Se ha propuesto un efecto sinérgico de la bacteria con algunos
medicamentos para el desarrollo de lesiones en piel y mucosas. ?° A pesar de que se ha
encontrado a la bacteria en lesiones cutaneas, aun no esta claro si M. pneumoniae causa
las lesiones directamente o son debidas a un efecto inflamatorio causado por la presencia

de la bacteria en la piel. 2




Dentro de las manifestaciones hematologicas desencadenadas por M. pneumoniae estan
la anemia hemolitica, el sindrome hemofagocitico, el sindrome hemolitico urémico, la
purpura de Henoch-Schoénlein (PHS) y la purpura trombocitopenica inmune (PTI), en las
que se ha observado una presentacion mas grave comparada con las no asociadas a la
bacteria. 2 4? La anemia hemolitica autoinmune se relaciona con infeccion grave por M.
pneumoniae, la cual se desarrolla por la produccién en el 60% de anticuerpos frios IgM
contra el antigeno | del eritrocito. 27 M. pneumoniae induce la vasculitis leucocitoclastica de
la purpura de Henoch-Schénlein al estimular la produccion de interleucinas y factor de

necrosis tumoral alfa (TNF-a), aunque su relacién ain no esta confirmada. 28 2°

El compromiso cardiovascular se encuentra en el 1 al 8.5% de los pacientes con serologia
positiva para M. pneumoniae, es mas frecuente en adultos. Las principales complicaciones
cardiacas relacionadas con la bacteria son pericarditis, miocarditis y endocarditis, las
cuales pueden cursar asintomaticas o manifestarse con cuadros graves que ponen en
riesgo la vida. La afeccidon cardiaca parece estar en relacion a una lesiéon directa de la
bacteria, ya que en la mayoria de los casos se detecta al microorganismo por cultivo o
PCR en el tejido cardiaco afectado o liquido pericardico, en el caso de miocarditis también

se propone un mecanismo autoinmune.® 4

M. pneumoniae se detecta en el 13% de los pacientes con enfermedad de Kawasaki, por lo
que la infeccidn por esta bacteria se propone como uno de los factores predisponentes
para la enfermedad, estos pacientes se caracterizan por tener sintomas respiratorios
previos y mayor edad.3® ¥ La infeccion respiratoria por M. pneumoniae puede estar
asociada a una gran variedad de manifestaciones gastrointestinales no especificas como
nauseas, vomitos y diarrea. En raras ocasiones se asocia a hepatitis y pancreatitis.  '4 43

La elevacién de enzimas hepaticas es generalmente asintomatica. 43

Las mialgias, artralgias y poliartropatias inespecificas ocurren del 14% al 45% de los
pacientes con infeccién aguda por M. pneumoniae y en ocasiones pueden persistir durante
periodos prolongados. La deteccion de la bacteria en el liquido sinovial ocurre mas
frecuentemente en pacientes con hipogammaglobulinemia.®® La artritis también puede
ocurrir en pacientes inmunocompetentes con neumonia por M. pneumoniae, en las que se

propone un mecanismo autoinmune.?




e. Diagnéstico de M. pneumoniae

El diagndstico de la infeccion por M. pneumoniae se puede realizar con cultivo, serologia o
métodos moleculares. El cultivo es el estandar de oro para el diagndstico de infeccién por
M. pneumoniae, puede detectar de 100-1,000 bacterias viables en condiciones éptimas; sin
embargo, requiere un medio adecuado de transporte, de medios enriquecidos para su

cultivo y de tres a seis semanas para su crecimiento, lo que lo hace dificil de cultivar.? 32

La amplificacion de acidos nucleicos por PCR, para la deteccion directa de la bacteria,
tiene mayor sensibilidad en comparacion con el cultivo, sensibilidad del 79 al 90% y
especificidad del 98%; aunque no puede distinguir adecuadamente la infeccidon activa del
estado portador. Los blancos gendmicos mas utilizados son el gen del operén de ATPasa,
el gen de la proteina de superficie P1, regiones conservadas de la subunidad 16S rRNA y
el gen tuf. Por medio de esta técnica molecular se puede detectar el genoma de M.
pneumoniae en situaciones donde el microorganismo ya no es viable, como muestras
contaminadas o tejidos procesados para examen histopatolégico. Las muestras clinicas
disponibles para la prueba de PCR incluyen secreciones orofaringeas, nasofaringeas,
expectoracion, lavado traqueobronquial y biopsia de pulmon. 32 3% Ademas de LCR, liquido
pericardico o articular para algunas manifestaciones extrapulmonares como encefalitis,

pericarditis o artritis, segln sea el caso.

La identificacién de M. pneumoniae por cultivo o por deteccion de acidos nucleicos en
muestras clinicas del tracto respiratorio superior no siempre es adecuada para diagnosticar
las manifestaciones extrapulmonares asociadas a la bacteria, ya que estas se pueden
presentar en ausencia de sintomas respiratorios. Para el diagnodstico de los cuadros
extrapulmonares relacionados a M. pneumoniae se recomienda realizar también serologia,
para la deteccion de anticuerpos IgA, IgM e IgG anti-M. pneumoniae. Los anticuerpos IgM
son detectados de 7 a 10 dias de la infeccion y los IgG se elevan después de 14 dias. La
produccion de anticuerpos IgA ocurre muy temprano en la infeccion por M. pneumoniae,
aunque su incremento es poco frecuente en pediatria. 7 Los titulos individuales elevados
de anticuerpos IgM al inicio de la enfermedad indican una infeccion activa y un incremento
igual o mayor de 4 veces de los titulos de IgM e IgG entre la fase aguda y de
convalecencia confirman la infeccion. & 4 32 Los anticuerpos IgM son positivos en el 52% de

los pacientes en la fase aguda de la enfermedad y en el 88% en la fase de convalecencia,




por lo que para incrementar la sensibilidad en el diagnéstico es necesario realizar una
muestra pareada. La produccién de anticuerpos disminuye en pacientes con

inmunocompromiso y después de la administracion de antibiéticos contra M. pneumoniae.®

El uso de la PCR en combinacién con la serologia mejora la sensibilidad diagnéstica de las
manifestaciones extrapulmonares y ayuda a distinguir entre la colonizacién y la infeccién

por M. pneumoniae. 434

f. Tratamiento de M. pneumoniae en manifestaciones extrapulmonares

Los macrolidos son los antibidticos de eleccidon para tratar infecciones respiratorias por M.
pneumoniae. Para el tratamiento de las manifestaciones extrapulmonares el uso de
antibidticos es util cuando el cuadro es originado por una invasion directa de la bacteria al
sitio anatomico especifico. * Para las complicaciones extrapulmonares mas graves, como
encefalitis o SJS, se recomienda el uso de inmunomoduladores, como corticosteroides o
inmunoglobulina, ya que estos cuadros son ocasionados por una respuesta inmunoldgica
contra la bacteria, con la formacion de autoanticuerpos y complejos inmunes. '* Ademas
los antibidticos, al disminuir la carga bacteriana en el tracto respiratorio, pueden reducir la
estimulacién adicional del sistema inmune, en particular los macrolidos a los que se les han
atribuido efectos antiinflamatorios.® Se ha descrito el tratamiento con anticoagulantes para
las manifestaciones ocasionadas por oclusidon vascular; sin embargo, se requieren mas

estudios para realizar una estrategia terapéutica integral.’* 5




lll. PREGUNTA DE INVESTIGACION

1. ¢Cual es la frecuencia de M. pneumoniae en cuadros extrapulmonares en pacientes

pediatricos?

IV. JUSTIFICACION

La mayoria de los estudios epidemioldgicos y clinicos sobre M. pneumoniae se enfocan en
la relacién etiologica de la bacteria con neumonia adquirida en la comunidad; sin embargo,
hasta el 25% de las personas infectadas con M. pneumoniae presentan una complicacion
extrapulmonar, principalmente neurolégica, hematoldgica y cutanea. M. pneumoniae se ha
identificado hasta en el 13% de los casos de encefalitis, 15% de los casos de SGB, 13% de
los pacientes con enfermedad de Kawasaki y es el agente infeccioso mas frecuentemente
asociado con el SSJ. Las manifestaciones extrapulmonares pueden llegar a ser de mayor
gravedad e impacto clinico que la infeccion respiratoria primaria, en el caso de afeccién a
SNC hasta un tercio tendran secuelas a largo plazo. Cuando estan involucrados multiples
organos al mismo tiempo la presentacién es mas grave. Hasta el momento no se ha
llevado a cabo ningun estudio prospectivo sobre la deteccion de Mycoplasma pneumoniae
por PCR y serologia en cuadros extrapulmonares en pacientes pediatricos. En el Instituto
Nacional de Pediatria (INP) se ha reconocido a M. pneumoniae como agente etiolégico de
neumonia adquirida en la comunidad; sin embargo, la informacién sobre las
manifestaciones extrapulmonares asociadas a la infeccién por M. pneumoniae es escasa

por lo que este estudio ofrecera informacion epidemiolégica sobre esta relacion.

V. OBJETIVO

a. Objetivo general: Describir la frecuencia de M. pneumoniae en manifestaciones

extrapulmonares en pacientes pediatricos.




b. Objetivos particulares

1. Detectar a M. pneumoniae en muestras biolégicas de pacientes pediatricos con cuadros

extrapulmonares
2. Cuantificar IgG e IgM anti-P1 de M. pneumoniae.

3. Relacionar la presencia de M. pneumoniae en muestras bioldgicas, con los resultados

de las pruebas serolégicas y el cuadro clinico del paciente.

4. Describir las caracteristicas epidemiolégicas, clinicas, radiolégicas y de laboratorio de

los pacientes con manifestaciones extrapulmonares por M. pneumoniae.

5. Determinar la presencia de sintomas respiratorios y/o la asociacion a neumonia en los

cuadros extrapulmonares por M. pneumoniae.

6. Describir la evolucién clinica y desenlace en los cuadros extrapulmonares por M.

pneumoniae.

VI. HIPOTESIS

M. pneumoniae estara asociado en el 10% de los pacientes pediatricos con

manifestaciones extrapulmonares.

VII. DISENO DE LA INVESTIGACION

Es un estudio observacional, prospectivo, transversal y descriptivo.

10




VIil. DESCRIPCION DEL ESTUDIO

a. Poblacion objetivo. Pacientes de 0 a 18 afios hospitalizados en el INP.

b. Poblacién accesible. Pacientes de 0 a 18 afos hospitalizados en el INP durante un

periodo de 24 meses, que cumplan con los criterios de inclusion.

c. Criterios de inclusion

- Pacientes de 0-18 anos de ambos sexos, hospitalizados en el INP, con alguno de
los siguientes diagnosticos:
0 Neurolégico: Encefalitis, meningitis aséptica, mielitis transversa,
encefalopatia diseminada aguda, cerebelitis/ataxia cerebral aguda, SGB,
SMF, neuropatias craneales y/o periféricas.
0 Hematolégico: Anemia hemolitica autoinmune, sindrome hemofagocitico,
sindrome hemolitico urémico, PTI, PHS.
Dermatologico: SSJ, NET, eritema multiforme.
Cardiologico: Miocarditis, pericarditis.

Gastrohepatico: Hepatitis, pancreatitis.

O O O O

Inmunolégico: Enfermedad de Kawasaki.

- Pacientes previamente sanos o con alguna patologia de base.

- Pacientes que cuenten con el consentimiento y/o asentimiento informado por parte

del padre o madre o tutor.
d. Criterios de exclusién
- Pacientes a los que por cualquier motivo no se les pueda tomar las muestras
biolégicas respectivas para el andlisis (sangre, hisopado nasofaringeo y muestra

biolégica que aplique dependiendo del diagnéstico).

- Pacientes que no cumplan con la definiciébn operacional del diagnédstico que

corresponda (Anexo 1).
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- Pacientes que no acepten el ingreso al protocolo.

e. Criterios de eliminacion

- Pacientes cuyo padre/madre o tutor decida retirar al paciente del estudio.
f. Ubicacion del estudio
El INP es un hospital pediatrico de tercer nivel de atencién. Funciona como centro de
referencia para especialidades pediatricas como neurologia, hematologia, dermatologia,
cardiologia, gastroenterologia e inmunologia. El hospital tiene 243 camas censables de
hospitalizacion y registré 7,830 egresos en el afio 2016. Cuenta con un Laboratorio de
Microbiologia Molecular, en donde se realizaran las pruebas moleculares y los métodos
serolégicos especificos.

g. Muestreo y tamafo de muestra

La muestra es a conveniencia, se incluyeron todos los individuos hospitalizados que

cumplieron con los criterios de inclusién durante el periodo del estudio.
h. Variables del estudio

En el anexo 2, se encuentran las variables a analizar en el estudio.

IX. MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron de mayo del 2018 a julio del 2018 los pacientes que cumplieron con los
criterios de inclusién y de los que se obtuvo la carta de consentimiento y en su caso de
asentimiento informado. El diagndstico de cada manifestacion extrapulmonar se realizé en
conjunto con el servicio de subespecialidad respectivo, incluido neurologia, hematologia,

dermatologia, cardiologia, gastroenterologia e inmunologia. De cada paciente se
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registraron los datos requeridos en la hoja de recoleccion (Anexo 3). De acuerdo a los
resultados del perfil serolégico y los de la PCR en tiempo real se clasificd la relacion de M.

pneumoniae con el cuadro clinico de la siguiente manera:

= Enfermedad confirmada: PCR positiva para M. pneumoniae en muestra bioldgica
estéril segun sea el caso (LCR, liquido pericardico) con o sin evidencia seroldgica

de infeccion.

= Enfermedad probable: PCR positiva para M. pneumoniae en muestra respiratoria

mas evidencia seroldgica de infeccion.

=  Enfermedad posible: PCR para M. pneumoniae negativa en muestra biolégica

estéril y en muestra respiratoria mas evidencia seroldgica de infeccion.

=  Enfermedad indeterminada: PCR positiva para M. pneumoniae en muestra

respiratoria sin evidencia serolégica de infeccion.

= Evidencia seroldgica de infeccion: titulos elevados de anticuerpos IgM al inicio
de la enfermedad o incremento igual o mayor de 4 veces de los titulos de IgG entre

la fase aguda y de convalecencia.

= Coinfeccién: deteccion de otro patdgeno por serologia, PCR o cultivo, realizados

como parte del abordaje diagnostico de rutina segun sea el caso.

a. Toma de las muestras clinicas

De cada paciente se tom6 una muestra de 3mL de sangre al ingreso y una segunda
muestra después de 2-4 semanas de la primera. La toma de sangre periférica se realizé
por venopuncién mediante un sistema al vacio en tubos con citrato de sodio como
anticoagulante. Esta muestra de sangre se centrifugdé para obtener el plasma el cual se
conservé en alicuotas de 200uL a -70°C para posteriormente realizar la serologia

especifica para M. pneumoniae.

Se tomd6 una muestra respiratoria con un hisopo de rayon fino, flexible y elastico que
permitié la introduccion del hisopo a la nasofaringe, para la deteccion molecular de M.
pneumoniae. En el caso de que durante la hospitalizacion se haya obtenido como parte del

abordaje diagnéstico de rutina para la enfermedad respectiva LCR, liquido pleural, liquido
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pericardico u otro liquido estéril, se solicité una alicuota de la muestra en tubo estéril, para

la deteccion molecular de M. pneumoniae.

b. Detecciéon molecular de M. pneumoniae

- Extraccion de DNA. El DNA de las muestras se extrajo utilizando el kit QlAampDNA
(QIAGEN) siguiendo las instrucciones de fabricante. La elucion del DNA se hizo en 200uL

de agua libre de nucleasas y fue conservado a -20°C hasta su uso.

-PCR en tiempo real. La deteccion de M. pneumoniae se realizd mediante la rt-PCR
basada en la deteccion de dos blancos genéticos: el gen de la adhesina pl y la toxina
CARDS. Se utiliz6 como control interno el gen humano rnasaP. Se usaron sondas
TagMan y la mezcla de reaccion TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems).
Los iniciadores y sondas que se utilizaron se muestran en la tabla 1. La PCR en tiempo

real se realizd en el sistema de deteccion ABI-7500 Fast (Applied Biosystems).

Tabla 1. Iniciadores y sondas utilizados para la deteccion de M. pneumoniae a través de

PCR en tiempo real.3% 36 37

Blanco Secuencia Tamano pb
F: TTTGGTAGCTGGTTACGGGAAT
CARDS R: GGTCGGCACGAATTTCATATAAG 73

6-FAM-TGTACCAGAGCACCCCAGAAGGGCT-TAMRA

F: GGTCAACACATCAACCTTTTGGT
pl R: TGTGATTGTGCTCAGTGTTACCT 117
6-FAM-ACCCAGCCTTCAAGGCCTGTTTGTTCTTGT-TAMRA

F: AGATTTGGACCTGCGAGCG
rnasaP R: GAGCGGCTGTCTCCACAAGT 65
6-FAM-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-TAMRA

- Interpretacion de la PCR en tiempo real. Para que un ensayo se considerara valido, el
control positivo de los genes pl y CARDS debieron amplificar, los blancos dar un resultado
negativo y la muestra tener un C;<35 para el gen de rnasaP, un C;<38.8 para el gen ply
un C1<38.7para el gen CARDS. Posterior a la verificacion de estos parametros se obtuvo

el promedio del triplicado de los C+ de cada uno de los genes evaluados.
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c. Diagnéstico serolégico de M. pneumoniae

El diagnéstico serolégico se realizara cuando se cuente con el plasma de 30 pacientes.
Para la deteccion de anticuerpos IgM e IgG anti p1 de M. pneumoniae se realizara un
inmunoensayo enzimatico indirecto en fase soélida con el kit de ELISA Anti-M. pneumoniae
human (Abcam, Cambridge, Reino Unido), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
utilizara un anticuerpo conjugado anti IgM/IgG. Se medira la absorbancia a 450 nm en el
lector de placas Epoch. La intensidad del color sera directamente proporcional a la
concentraciéon de anticuerpos contra M. pneumoniae. En cada determinacion se incluird un
blanco, un control negativo, un control de punto de corte y un control positivo. Los
resultados se expresaran en Unidades Estandar (UE) y se interpretara de la siguiente
manera: prueba positiva >11 UE, indeterminado 9-11 UE y prueba negativa <9 UE para
ambas inmunoglobulinas. El incremento igual o mayor de 4 veces de los titulos de IgM e
IgG entre dos muestras realizadas con 2 a 4 semanas de diferencia se interpretaran como

seroconversion para M. pneumoniae.

X. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6é andlisis de estadistica descriptiva, se reportaron frecuencia absoluta y relativa
para variables cualitativas; mediana y rango intercuartil para variables cuantitativas con
distribucion no normal o media y desviacidon estandar (DE) para variables con distribucion

normal. Para el analisis estadistico se utilizé el programa JMP10 de SAS Institute, Inc.

Xl. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente protocolo fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica del INP con el
numero IRB:00008064, registrado con el numero 020/2018.
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Xll. RESULTADOS PRELIMINARES

Se incluyeron 13 pacientes 8 (62%) del género femenino y 5 (38%) del masculino. La
mediana de edad al momento del diagndstico fue de 3 afios 6 meses, con un minimo de 4

meses y un maximo de 17 anos.

Todos los pacientes se consideraban previamente sanos antes del inicio de los sintomas.
Cinco (38%) pacientes presentaron sintomas respiratorios prodrémicos, con un promedio
de 8 dias de duracion, caracterizado por fiebre en el 80%, tos y rinorrea en el 100%,
odinofagia en el 40% y datos de dificultad respiratoria en el 20%. Solo un paciente
presentd estertores subcrepitantes a la exploracion fisica e infiltrado intersticial bilateral en

la radiografia de torax.

De los 13 pacientes estudiados siete (54%) presentaron afeccion neuroldgica, cuatro (31%)
inmunoldgica y dos (15%) hematoldgica. De los siete pacientes con manifestacion
neuroldgica se incluyeron cuatro pacientes con encefalitis aguda, un paciente con SGB, un
paciente con SMF y un paciente con cerebelitis aguda. Las manifestaciones neurolégicas
mas frecuentes al ingreso fueron crisis convulsivas y alteracion del estado de alerta en el
57%, debilidad, diplopia, alucinaciones y cambios en la personalidad 42%. Se observo
pleocitosis en LCR en cuatro pacientes (57%) a expensas de mononucleares vy
proteinorraquia en tres (42%) pacientes. No se confirmd ningun agente etioldgico
infeccioso por tincién de Gram, cultivo o PCR mudltiple (FilmArray® Meningitis/encefalitis)
de LCR.

Tres pacientes con afeccion inmunolégica presentaron enfermedad de Kawasaki, los
criterios de diagnéstico incluyeron fiebre y cambios en la mucosa en todos los pacientes.
Dos (66%) presentaron carga viral positiva para virus Epstein-Barr (VEB) de 1,799 y 7, 002
copias/mL. El cuarto paciente con afeccion inmunolégica fue una paciente con artritis de
cadera probablemente reactiva, en la que no se confirmé agente etiolégico por tincién de

Gram, cultivo de liquido sinovial, ni estudio histopatoldgico de muestra articular.

Los diagnosticos de los pacientes con manifestaciones hematoldgicas fueron un paciente

con PTl y un paciente con sindrome hemolitico urémico.
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Todos los

pacientes incluidos

requirieron

hospitalizacion por

la manifestacion

extrapulmonar, con una mediana de hospitalizacion de 20 dias, con un minimo de 10 y un

maximo de 76 dias. Tres (27%) requirieron ingreso a la terapia intensiva con una mediana

de hospitalizacién de 33 dias, con un minimo de 5 dias y un maximo de 73 dias. Ninguna

manifestaciéon extrapulmonar fue causa de muerte.

No se confirmé ningun caso de manifestacion extrapulmonar relacionada con M.

pneumoniae por medio de PCR de hisopado nasofaringeo o de muestra biolodgica estéril.

En la tabla 2, se muestran los Cr de la PCR de los genes rnasaP, pl y CARDS.

Tabla 2. Resultados de PCR en tiempo real para M. pneumoniae.

Caso CrrnasaP Crgenpl Crgen CARDS
1 NF 26.076 ND ND
2 NF 24.582 / LCR 35.597 ND ND
3 LBA 26.398 / LCR 35.416 ND ND
4 NF 28.813 / LCR 32.590 ND ND
5 NF 28.754 ND ND
6 NF 29.537 / LCR 36.102 ND ND
7 NF 29.221 ND ND
8 NF 34.407 ND ND
9 NF 25.792 / LCR 34.757 ND ND
10 NF 34.6 ND ND
11 NF 24.175/LCR 35.170 ND ND
12 NF 26.509/ Biopsia 26.306 ND ND
13 NF 29.641 /LCR 34.114 ND ND
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XIil. DISCUSION

Las técnicas moleculares para la deteccion de M. pneumoniae actualmente se consideran
la prueba de referencia para el diagndstico directo de M. pneumoniae en infecciones
respiratorias. Han reemplazado al cultivo que, aunque es 100% especifico, es un
procedimiento lento, requiere de laboratorios con experiencia para lograr el mejor
rendimiento de sensibilidad y requieren la presencia de organismos viables. * * Dentro de
las técnicas moleculares en desarrollo, la rt-PCR es la mas utilizada para el diagnéstico de
rutina. 3" El control de calidad interno es una parte esencial que garantiza la calidad de la
prueba. 3 En nuestro caso, la amplificacion del gen de la rnasaP por rt-PCR como control
interno, resulté positivo en todas las muestras bioldgicas tanto respiratorias como en los
diferentes liquidos estériles examinados, por lo que este gen se recomienda para evaluar
la calidad de la muestra bioldgica, la extraccion de DNA vy la ejecuciéon del método de rt-
PCR.

El diagnéstico de M. pneumoniae por técnicas moleculares ha mostrado ser de utilidad en
cuadros clinicos extrapulmonares.® La deteccion de M. pneumoniae por rt--PCR en material
biolégico estéril provee evidencia concluyente de infeccién por M. pneumoniae en el sitio
afectado. 2 3 En el caso de las manifestaciones neuroldgicas la identificacion por PCR de
M. pneumoniae en LCR es variable. Bitnun y col.'® detectaron a M. pneumoniae mediante
PCR en LCR en seis casos (3.7%) de 159 pacientes con encefalitis. Daxboeck y col.®
presentaron una revision de 58 pacientes con encefalitis por M. pneumoniae de los cuales
ocho casos (14%) se diagnosticaron por PCR positiva en LCR. En nuestro estudio, no
confirmamos ningun caso relacionado con M. pneumoniae por medio de rt-PCR en
muestras biolégicas estériles, con lo que descartamos que estos cuadros sean producidos

por un mecanismo de lesion directa por M. pneumoniae.

El valor predictivo negativo de la deteccion molecular de M. pneumoniae es baja en
algunas  manifestaciones extrapulmonares que pueden ser potencialmente
inmunomediadas o causadas por fendmenos trombdticos y por lo tanto no estan asociadas
con una invasion directa de la bacteria. 32 Como es el caso de las manifestaciones
hematolégicas e inmunoldgicas, en donde la infeccién por M. pneumoniae desencadena la

produccién de anticuerpos con reaccion cruzada a plaquetas, produccion de citocinas
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inflamatorias que inducen disfuncion endotelial y menor sintesis de factores de
anticoagulacion. 2'* En la enfermedad de Kawasaki, se ha descrito que algunas proteinas
de membrana asociadas a lipidos, como la proteina N602 de M. pneumoniae actian como
superantigenos activando a las células T y desencadenando una respuesta inflamatoria
exagerada que genera una vasculitis sistémica.? 3! Por lo que la falta de deteccion de M.
pneumoniae por rt-PCR no descarta a este microorganismo como causa de enfermedad
extrapulmonar en los pacientes incluidos, en los que la enfermedad puede ser causada por
un mecanismo de lesién indirecta. En estos casos el diagndstico se puede hacer mediante
serologia, aunque aun no se sabe con certeza si los resultados positivos estan
relacionados con la enfermedad extrapulmonar. Hay una mayor asociacion si se descartan

otras posibles causas.

La principal causa de resultados falsos negativos de la PCR y serologia es el tiempo
transcurrido desde el inicio de los sintomas hasta la toma de la muestra.® La deteccion de
DNA de M. pneumoniae en muestras biolodgicas estériles es mas probable en caso de
enfermedad de inicio temprano (definida como inicio de enfermedad 7 dias después del
inicio de la fiebre) que para pacientes con enfermedad de inicio tardio (definida como inicio
de enfermedad >8 dias después del inicio de la fiebre).38 3%4° En cinco pacientes incluidos
en nuestro estudio, la muestra bioldgica estéril se obtuvo después del séptimo dia, lo que
disminuye la probabilidad de encontrar DNA de la bacteria. Por lo que para mejorar la
sensibilidad en infecciones agudas por M. pneumoniae, la toma de la muestra se debe

realizar preferentemente dentro de la primera semana después del inicio de los sintomas.

Hasta el momento, ninguna prueba individual ha sido considerada como la herramienta
Optima de diagndstico para M. pneumoniae. Las enfermedades extrapulmonares se
pueden diagnosticar solo mediante deteccién directa de M. pneumoniae con rt-PCR, pero
el diagnodstico esta limitado por la probabilidad de que la enfermedad este mediada
inmunolégicamente. Por lo que para el diagndstico de manifestaciones extrapulmonares
por M. pneumoniae, la serologia y la PCR deben combinarse. La falta de una prueba
diagndstica inmunoldgica limita el conocer la frecuencia de M. pneumoniae en
manifestaciones extrapulmonares. Se requiere de un método de diagnédstico rapido,
preciso, de bajo costo y que se pueda realizar por cada paciente para el diagnéstico

etiolégico de la infeccion por M. pneumoniae.
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Pese a los inconvenientes para la deteccion de M. pneumoniae, la inclusion de estos
pacientes sera importante porque definira si en el INP se debe considerar a este patdgeno
como agente causal de manifestaciones extrapulmonares. Aunque la diseminacion fuera
del tracto respiratorio ocurre y la bacteria pueda ocasionar lesién directa, es probable que
los mecanismos autoinmunes sean tengan un papel importante en la fisiopatologia de

algunas manifestaciones extrapulmonares.

XIV. CONCLUSIONES

1. La amplificacion del gen de la rnasaP por rt-PCR, como control interno, es util para
verificar la calidad de la muestra bioldgica en diferentes liquidos estériles, asi como
de la ejecucion del método.

En ningun caso se detecté a M. pneumoniae por rt-PCR.
La rt-PCR negativa para a M. pneumoniae en las muestras de LCR y biopsia
sinovial descarta el mecanismo de lesion directa.

4. A pesar de contar con PCR para el diagnéstico de manifestaciones

extrapulmonares sigue siendo indispensable la serologia.
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XVII. ANEXOS

Anexo 1. Definiciones operacionales.

DIAGNOSTICO

DEFINICION OPERACIONAL

Encefalitis aguda

La definicidon de encefalitis aguda se realizara de acuerdo al Consorcio
Internacional de Encefalitis del 2014

Estado mental alterado (disminucion o alteracion del nivel de
conciencia, letargo o cambio de personalidad) por mas de 24 horas
sin causa alternativa identificada, mas =2 de los siguientes para un
diagndstico "posible” o 23 para un diagnéstico "probable™":

1) Fiebre documentada 238°C dentro de las 72 horas (antes o
después)

2) Crisis convulsivas generalizados o parciales que no son totalmente
atribuibles a un trastorno convulsivo preexistente

3) Nuevos hallazgos neuroldgicos focales de inicio

4) Leucocitos 25 células/microL en LCR

5) Neuroimagen sugestiva de encefalitis

6) Electroencefalograma (EEG) con datos que sugieran encefalitis

Meningitis aséptica

Evidencia de inflamaciéon meningea por clinica (fiebre, cefalea, signos
meningeos) y laboratorio (pleocitosis, proteinorraquia) con cultivos

bacterianos de rutina negativos.

Mielitis transversa

Se definird mielitis transversa a la presencia de:

- Disfuncién bilateral (no necesariamente simétrica) sensorial, motora
0 autonémica de la médula espinal, con un nivel sensitivo claramente
definido.

- Inflamacién de la médula espinal (LCR con pleocitosis o indice de
IgG elevado o resonancia magnética con realce de gadolinio en
médula)

- Progresion hasta un nadir de déficit clinico entre 4 horas y 21 dias
después de inicio de los sintomas

- Exclusion de etiologia compresiva, radiacion, neoplasica y vascular.

Encefalopatia diseminada

La definicion de encefalopatia diseminada aguda se basara en el
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aguda

Grupo Internacional de Estudio de Esclerosis Multiple Pediatrica del
2012 como el primer ataque clinico polifocal de enfermedad
desmielinizante del sistema nervioso central, que no puede explicarse
por fiebre, enfermedad sistémica o sintomas postictales, con una
resonancia magnética (RM) cerebral anormal durante la fase aguda
(tres meses), sin nuevos hallazgos clinicos y de RM tres meses o0 mas
después del inicio.

En RM cerebral normalmente se muestran lesiones grandes (>1 a 2
cm), difusas, mal delimitadas que afectan predominantemente a la
sustancia blanca, puede haber lesiones de sustancia gris profunda (ej.
tdlamo o ganglios basales), y las lesiones hipointensas en T1 de la

sustancia blanca son raras.

Cerebelitis/ataxia cerebral

aguda

Inicio subito de alteracion en la marcha, desde ampliacion de la base
de sustentacion hasta incapacidad para la misma, que se puede
acompanar de dismetria, temblor intencional, hipotonia y nistagmo, sin
signos de hipertension intracraneal, alteracion del estado mental,
convulsiones, meningismo, opsoclono mioclono, debilidad, pérdida
sensorial, reflejos anormales ni otros datos de enfermedad sistémica

como fiebre.

Sindrome de Guillain Barré

Debilidad muscular, rapidamente progresiva, de comienzo distal y
avance proximal, con simetria relativa, reflejos tendinosos profundos
disminuidos o ausentes y con signos sensitivos leves o ausentes.
Apoyado en el analisis LCR (disociaciéon albumino-citolégica),
electrodiagndstico (disminucion de la velocidad de conduccion)
neuroimagen (realce de las raices nerviosas espinales y la cola de

caballo en RM) con la exclusion de diagndsticos alternativos.

Sindrome de Miller Fisher

Se definira por la triada de ataxia, debilidad con arreflexia y
oftalmoparesia. Puede presentar anticuerpos IgG anti-GQ1b

(gangliésido).

Neuropatias

craneales/periféricas

Debilidad, pérdida sensorial y/o presencia de sintomas sensoriales
como parestesias, dolor o sensacion de ardor, en el trayecto de un

nervio craneal o periférico, apoyado en estudios de electrodiagndstico.

Anemia hemolitica

autoinmune

Evidencia de hemdlisis (anemia, bilirrubina indirecta alta, lactato

deshidrogenasa elevada elevada, haptoglobina baja) y prueba de
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antiglobulina directa positiva.

Sindrome hemofagocitico

Se definira cuando presente 5 de los 8 criterios clinicos de la
Sociedad del Histiocito:

1. Fiebre >38.5°C

2. Esplenomegalia

3. Citopenias que afecten 2 o 3 lineas en sangre periférica:
Hemoglobina < 9mg/dl, plaquetas < 100,000/microL, neutrdfilos <
1,000/microL

4. Triglicéridos en ayuno > 265 mg/dl ¢ fibrindbgeno < 1.5 g/l

5. Hemofagocitosis en médula ésea, ganglios, bazo o higado

6. Niveles bajos o ausencia de actividad de células NK

7. Ferritina > 500 pg/I

8. CD 25 soluble > 2,400 U/ml

Sin evidencia de malignidad, sin una mutacion familiar conocida o

enfermedad autoinmune.

Purpura trombocitopenica

inmune

Aparicion repentina de petequias 0 hematomas sin otros signos o

sintomas sistémicos, con trombocitopenia (<100,000/microlL) aislada,
frotis de sangre periférica sin alteraciones como hemolisis o blastos),
prueba de antiglobulina directa negativa, habiendo descartando otras

causas de trombocitopenia.

Purpura de Henoch-

Schonlein

Purpura palpable sin trombocitopenia o coagulopatia y >2 de las

siguientes manifestaciones clinicas:
1. Artritis o artralgias, transitorias, no migratorias
2. Dolor abdominal o hemorragia gastrointestinal

3. Manifestaciones renales desde hematuria aislada microscopica

hasta la glomerulonefritis rapidamente progresiva.

Sindrome de Stevens-
Johnson

Necrosis epidérmica téxica

Necrosis y desprendimiento de la epidermis de grado de extension
variable, caracterizado por prédromo febril de inicio agudo y malestar
general con posterior aparicidon de lesiones cutaneas, las cuales
pueden ser maculas eritematosas, eritema difuso o lesiones en diana
que progresan a ampollas dolorosas, con signo Nikolsky positivo. Con

conjuntivitis, estomatitis 0 mucositis genital dolorosa. Abarcan menos
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del 10% de la superficie corporal en SSJ y mas del 30% en el caso de
NET.

Eritema multiforme

Presencia de lesiones tipo diana en la piel, que pueden estar
acompanadas de erosiones o ampollas en mucosas (eritema

multiforme mayor) o sin ellas (eritema multiforme menor).

Miocarditis

Signos y sintomas de disfuncién cardiaca, con aumento en
biomarcadores cardiacos (ej. troponina), cambios
electrocardiograficos sugestivos de lesion aguda del miocardio o
arritmia y evidencia ecocardiografica de disfuncion cardiaca sin un
defecto cardiaco estructural subyacente. La cual puede ser
confirmada por resonancia magnética con gadolinio o biopsia de

miocardio.

Pericarditis

Pericarditis aguda se definira de acuerdo a la Sociedad Europea de
Cardiologia 2015, con la presencia de al menos dos de los siguientes
criterios:

1. Dolor toracico tipico (agudo y pleuritico, que mejora al sentarse e
inclinarse hacia adelante)

2. Frote pericardico

3. Cambios sugestivos en el electrocardiograma (tipicamente
elevacion del segmento ST generalizada)

4. Nuevo o incremento del derrame pericardico

Hepatitis aguda

Inflamacion aguda del higado, que se documenta por un incremento
de las transaminasas Descartando la infeccion por hepatitis A, B, C,
VEB, parvovirus, citomegalovirus, virus de inmunodeficiencia humana,
causas autoinmunes, medicamentos o enfermedad injerto contra

huésped.

Pancreatitis aguda

Se definira pancreatitis aguda con dos de los tres a los criterios de
Atlanta:
1) inicio agudo de dolor epigéstrico intenso y persistente que
puede irradiarse a la espalda
2) elevacion de la lipasa o amilasa sérica hasta tres veces o mas
que el limite superior de la normalidad

3) hallazgos caracteristicos de pancreatitis aguda en imagenes
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(tomografia computarizada con contraste, resonancia
magnética o ultrasonido abdominal.
Se incluira el primer episodio. Descartando las causas traumaticas,
por medicamentos (L-aspar), obstructivas, por hipertrigliceridemia y

alcoholica.

Enfermedad de Kawasaki

Se definira enfermedad de Kawasaki a la presencia de fiebre por =2 5

dias, con al menos cuatro de los cinco siguientes hallazgos fisicos:
1. Inyeccion conjuntival bulbar bilateral, no exudativa.

2. Cambios en la mucosa oral como labios eritematosos o fisurados,

faringe hiperémica o lengua de la fresa.

3. Cambios en las extremidades como eritema de palmas o plantas,

edema de manos o pies y descamacion periungueal.
4. Exantema polimorfo.
5. Linfadenopatia cervical >1.5cm de diametro.

Que no puedan ser explicados por otra etiologia.

Artritis

Sintomas y signos de inflamacion localizados en una articulacién, con

cultivo de bacterias o tincion de Gram negativos.
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Anexo 2. Variables del estudio

VARIABLE TIPO VALOR
Género Cualitativa nominal dicotomica femenino (=1); masculino (=0)
Edad al diagndstico Cuantitativa de escala discreta Meses
Lugar de procedencia Cualitativa nominal policotémica | Abierta
Patologia de base Cualitativa nominal policotémica | Abierta

Cuadro respiratorio

Cualitativa nominal policotémica

Ninguna (=0); neumonia (=1)

Infeccion via aéreasuperior (=3)

Tiempo de presentacion del

cuadro respiratorio

Cualitativa nominal dicotdmica

Previo (=1); actual (=2)

Dias antes Cuantitativa escala discreta Dias

Fecha inicio cuadro respiratorio | Cuantitativa escala discontinua | dd/mm/aaaa

Fecha término cuadro Cuantitativa escala discontinua | dd/mm/aaaa
respiratorio

Duracion del cuadro respiratorio | Cuantitativa escala discreta Dias

Fiebre con cuadro respiratorio Cualitativa nominal dicotémica Si (=1); No (=0)
Temperatura maxima Cuantitativa de escala continua | Grados centigrados
Tos Cualitativa nominal dicotémica Si (=1); No (=0)
Rinorrea Cualitativa nominal dicotémica Si (=1); No (=0)
Odinofagia Cualitativa nominal dicotémica Si (=1); No (=0)

Frecuencia respiratoria maxima

durante el cuadro respiratorio

Cuantitativa escala discreta

Respiraciones por minuto

Datos de dificultad respiratoria

Cualitativa nominal policotémica

Ninguno(=0); aleteo nasal (=1);
retraccion xifoidea (=2);

tiraje intercostal (=3); quejido
(=4); disociacion toraco-
abdominal (=5)

Saturacion de oxigeno minima

durante el cuadro respiratorio

Cuantitativa escala discreta

Porcentaje

Auscultacion

Cualitativa nominal policotomica

normal (=1); sibilancias (=2);

estertores (=3); hipoventilacion
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(=4)

Radiografia de térax

Cualitativa nominal policotémica

Normal (=1); consolidacion (=2);
infiltrado intersticial (=3);
atelectasia (=4); derrame (=5) ;

focos multiples (=6)

Neurolégico

Cualitativa nominal policotémica

No (=0); Encefalitis aguda (=1);
Meningitis aséptica (=2); Mielitis
transversa (=3); Encefalopatia
diseminada aguda (=4);
Cerebelitis/ataxia cerebral aguda
(=5); Sindrome de Guillain Barré
(=6); Sindrome de Miller Fisher
(=7); Neuropatias

craneales/periféricas (=8)

Hematologico

Cualitativa nominal policotémica

No (=0); anemia hemolitica
autoinmune (=1); sindrome
hemofagocitico (=2); Parpura
trombocitopenica inmune (=3);

Pdrpura de Henoch-Schonlein

(=4)

Dermatoldgico

Cualitativa nominal policotdmica

No (=0); Stevens-Johnson (=1);
Necrosis epidérmica toxica (=2);

Eritema multiforme (=3)

Cardiolégico Cualitativa nominal policotomica | No (=0); Miocarditis (=1)
Pericarditis (=2)

Gastrohepatico Cualitativa nominal policotomica | No (=0) ; Hepatitis (=1)
Pancreatitis (=2)

Inmunologico Cualitativa nominal policotomica | No (=0); Enfermedad de

Kawasaki (=1); Artritis (=2)

Fecha inicio extrapulmonar

Cuantitativa escala discontinua

dd/mm/aaaa

Fecha término extrapulmonar

Cuantitativa escala discontinua

dd/mm/aaaa
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Duracion extrapulmonar Cuantitativa escala discreta Dias

Fiebre con extrapulmonar Cualitativa nominal dicotomica Si (=1); No (=0)
Fecha ingreso Cuantitativa escala discontinua | dd/mm/aaaa
Fecha egreso Cuantitativa escala discontinua | dd/mm/aaaa
Dias estancia hospitalaria Dias

Servicio hospitalizacion

Cualitativa nominal policotémica

Urgencias (=1); sala (=2); piso

(=3)

Ingreso UTIP Cualitativa nominal dicotémica Si (=1); No (=0)
Fecha ingreso UTIP Cuantitativa escala discontinua | dd/mm/aaaa
Fecha egreso UTIP Cuantitativa escala discontinua | dd/mm/aaaa
Dias estancia UTIP Cuantitativa escala discreta Dias
Diagnéstico egreso Cualitativa nominal policotémica | Describir
Complicaciones Cualitativa nominal dicotémica Si (=1); No (=0)
Secuelas Cualitativa nominal dicotémica Si (=1); No (=0)
Mortalidad Cualitativa nominal dicotémica Vivo (=1); 2=muerto (=2)
Fecha defuncion Cuantitativa escala discontinua | dd/mm/aaaa
Motivo defuncién Cualitativa nominal policotémica | Describir
Tratamiento antibidtico Cualitativa nominal policotémica | Describir
Duracion tratamiento Cuantitativa escala discreta Dias
Hemoglobina Cuantitativa de escala continua | gr/dl

Eritrocitos Cuantitativa de escala discreta | cel/mm3
Leucocitos Cuantitativa de escala discreta | cel/mm3
Neutrofilos Cuantitativa de escala discreta | cel/mm3
Linfocitos Cuantitativa de escala discreta | cel/mm3
Plaguetas Cuantitativa de escala discreta cel/mm3
Proteina C reactiva Cuantitativa de escala continua | mg/dI
Procalcitonina Cuantitativa de escala continua | ng/ml

PCR M. pneumoniae

Cualitativa nominal dicotémica

Positivo (=1); negativo (=2)

Serologia M. pneumoniae

Cualitativa nominal dicotémica

Positivo (=1); negativo (=2)
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Anexo 3. Hoja de recoleccién de datos.
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