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RESUMEN 

Ureaplasma urealyticum es un agente comensal del tracto genital en mujeres 

sexualmente activas, con una colonización del 40 al 80%; por lo que la transmisión 

es mayor de la madre hacia el hijo en el útero durante el nacimiento; se ha 

reportado en un 15% de colonización de los aspirados traqueales de recién 

nacidos prematuros, incrementándose las enfermedades respiratorias. 

Actualmente se ha sugerido el papel patogénico de estos organismos y muy 

pocos laboratorios han hecho intentos por aislarlos dada su dificultad de 

identificación y a los requerimientos especiales en el medio de transporte y de 

cultivos para su crecimiento. En este trabajo se plantéo aislar e identificar a U, 

urealyticum , 

Durante el período de septiembre de 1997 a septiembre de 1998 se colectaron 

72 muestras de aspirados traqueales de recien nacidos prematuros, con edades 

de 1 a 7 dias de haber nacido, con peso al nacimiento ;,550 y < 12 horas de 

intubación y de 63 recién nacidos a término y de 78 lactantes ambos fueron 

muestras de aspirados bronquiales. Las muestras de los aspirados traqueales 

colectadas a las 0, 24, 48, 72 hrs. y décimo dia se inocularon en caldo 108 y agar 

A8, ambos se incubaron a 37 oC, las placas de agar A8 se incubaron en 

condiciones de anaerobiosis, los cultivos fueron revisados visualmente déspues de 

las 24,48,72 horas hasta 15 días de haberse cultivado. 

De las 72 muestras clínicas de recién nacidos pretémnino, se identificaron 6 

(8.33%) cepas de U. urealyticum por cultivo y 7(9.7%) por PCR, 9 cepas de otros 

microorganismos, como Staphilococcus epidermidis, Estreptococcus viridans, 

Pseudomona aeruginosa y Acinetobacter sp" en el caso de los recién nacidos 

a término se aislaron 10{15.9%) cepas de U, urealyticum por cultivo y PCR y 14 

cepas de otros microrganismos como Staphilococcus epidermidis, 

Estreptococcus viridans, Acinetobacter sp, Candida sp. y Klebsiella sp; de 

los 78 lactantes sólo se aislaron 3 cepas de U, urealyticum por cultivo y PCR y 12 

cepas de otros microrganismos como Staphi/ococcus epidermidis, 



Estreptococcus viridans, Pseudomona aeruginosa, Acinetobacter sp, 

Candida sp, Klebsiel/a sp y Enterobacter c/oacae. 

U. urealyticum se aisló con mayor frecuencia en el primer dia de vida en los 

recién nacidos prematuros (5.5%) con peso menor a 1200 9 (9.7%) y 14.2% en los 

primeros 12 dias de edad en los recién nacidos a termino con peso menor a 3900 

9 (15.8%) Y un 2.5% en los primeros siete meses de edad en los niños lactantes. 

con peso menor a 4300 g. 



I INTRODUCCION 

Los ureaplasmas son bacterias pleomórficas, parecen tener predilección 

importante por las células mesoteliales como pleura, peritoneo y cápsula sinovial 

de las articulaciones, por consiguiente afectan a los aparatos genital urinario y 

respiratorio. (1) 

Ureaplasma urealyticum es considerado como un agente comensal en mujeres 

con aclividad sexual presentando una colonización en el tracto genital entre el 

40% al 80% (2). En otros estudios se menciona un 38% a 94% en mujeres de bajo 

nivel socioeconómico.(3¡ 

Suele encontrarse como flora normal en la vagina durante el embarazo; y se 

piensa que es un microorganismo oportunista y que su acción patógena se 

presenla al combinarse con otros microorganismos, o tal vez. al aumentar el 

número de organismos en presencia de ciertos factores predisponentes del 

huésped.(4. 6) Es causa de uretritis no gonocóccica (la proporción causada por 

ureaplasmas se desconoce); uretra prostatitis (la enfermedad puede ser aguda, 

pero no existen evidencias de que se produzca o sea crónica); epididimitis (se ha 

descrito un caso por ureaplasma); cálculos urinarios (se ha experimentado en 

ratas machos, pero se han reportado que los urea plasmas producen cálculos 

vesicales y están aumentando las evidencias como una enfermedad en humanos); 

corioamnionitis, morbilidad perinatal, párto prematuro, aborto, muerte fetal, bajo 

peso al nacer, septicemia, meningitis y neumonia congénita. Existen también 

evidencias de que juega un papel importante en condiciones de infertilidad en 

pacientes adultos de ambos sexos aunque existen controversias por lo que no se 

ha determinado esta causalidad o asociaciónY' 3, 5) La frecuencia de transmisión 

es mayor de la madre hacia el hijo en el útero durante el nacimiento, por lo que el 

aborto de algunas mujeres se asocia con infecciones en el cérvix por Ureaplasma 

urealyticum pudiendo desarrollar enfermedades respiratorias en el recién nacido. 

La colonización en el tracto respiratorio de algunos infantes prematuros está 



asoCIada con varias enfermedades como neumonia, hipertensión pulmonar 

persistente, infecciones crónicas en el sistema nervioso central, y displasia 

broncopulmonar (DBP). 

Actualmente muchos investigadores han sugerido el papel patogénico de U. 

urea/yticum, y muy pocos laboratorios han hecho intentos para aislar éste 

microorganismo dada su dificultad de identificación debido a sus requerimientos 

especiales tanto en el medio de transporte como en el medio de cultivo para su 

crecimiento.!") Es por ello que la mayoría de los autores sugieren que para el 

aislamiento e identificación del microorganismo se utilice una combinación de 

medio liquido con enriquecimientom Sin embargo se debe considerar una serie de 

factores como la 'dificultad en su elaboración, su reproducibilidad y las ventajas de 

la relación costo beneficio. 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método de diagnóstico 

para muchas enfemnedades infecCiosas; particularmente causadas por estos 

microorganismos que son de cultivo difiCil,I97. 98) existen pocos reportes en la 

detección de U. urealyticum por PCR usando primers del antígeno multibandeado 

(AgMB). Con estas bases se eligió el medio en caldo 10B, agar A8 y la técnica de 

PCR para un diagnóstico rápido, sensible y específico. 

Considerando que existen muy pocos estudios' en México en los que se haya 

determinado la colonización de U. urealyticum de aspirados traquéales y 

bronquiales de recién nacidos prematuros, se decidió llevar acabo este estudio. 
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11 ANTECEDENTES 

La investigación de los Mycoplasmas se inició en 1937 por Dienes y Edsall 

quienes identificaron un micoplasma como agente etiológico de un absceso de la 

glándula de Bartholin, siendo este el primer infonme que se conoce de enfermedad 

en humano. Sin embargo, Eaton y colaboradores (1944) aislaron por vez primera a 

partir de embrión de pollo un Mycoplasma pneumoniae, la muestra provenía de 

un paciente con neumonia atipica primariaP ) 

Gracias a estos estudios se empezaron a realizar las primeras investigaciones 

relacionando a los Mycoplasmas con enfermedades en humanos en los años 

cincuenta, al aislar las primeras colonias de paciente con uretritis no gonocócica 

recurrente,lB) en abril de 1950 el Dr. Loéis Oienes, investigó la ruta de transmisión 

de Mycoplasmas en uretritis no gonocóccica (UNG), en septiembre del mismo año 

en el laboratorio de Ourham se preparó el agar conocido como "Agar sangre 

ascitis hervido· descrito por Klienenberg y modificado por Oienes, la reacción del 

agar se ajustó a un pH de 7.8 a 8.0 y el 22 de septiembre se observaron las 

primeras colonias de U. urealyticum de formas diminutas 0/10, 0/12, 0/8 Y 0/6 ¡l, 

aisladas de pacientes con uretritis no gonocóccica el intervalo de su tamaño se 

observó de 7 a 20 ¡lm de diámetro; las colonias fueron llamadas como colonias 

"tiny" PPLO o cepa "r de micoplasma; esta cepa se llama así por el tamaño 

pequeño de la colonia de Mycoplasmas que se desarrollan en el agar. En 

noviembre de 1950 la cepa de ureaplasma se aisló por vez primera en un paciente 

con sindrome de Reiter; en 1951 se realizó un simposium sobre enfermedades 

venéreas en Ronoke, por la Dra. Justina HiI/; donde se habló sobre 

microorganismos parecidos a las que producian pleuroneumonia en bovinos 

(PPLO) y la relación con las enfermedades transmitidas sexualmente; aunque no 

se conocia la causa de la infección ni como se transmitía.(9
) Mas tarde en 1952 se 

suprimió la sangre hervida en el agar para obtener aislamientos definidos y para la 

identificación de las colonias con mayor facilidad en cultivos de exudados uretrales 
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y sedimento urinario; y en 1954 fueron descritas por vez primera en dos 

fotomicrografias.(9.10) Estas bacterias se les consideró virus hasta 1960. (1) 

Se ha reportado que U. urealyticum crece más rápidamente en medio liquido, 

obteniéndose titulas máximos en 16 horas de incubación pero exceden raramente 

a 10· UFC/ml.(10) 

En mayo de 1963 se describe que los ureaplasmas son capaces de hidrolizar la 

urea, y en 1969 se describió el agar diferencial con urea que daba un color 

semejante al obtenido por la prueba de ureasa incorporando un indicador de pH al 

principio bioquimico siendo el mismo de la fómnula para el agar estándar A5H.'9) 

En 1970 fue descrito el primer medio de caldo de urea llamado U9; el cual se 

suplementó con 5% de suero de caballo, y como indicador se utilizaba el rojo de 

fenal para detectar la hidrólisis de la urea en relación con la producción de amonio 

con un rango de pH de 8 a 9 indicando el cambio de color amarillo a rojo.'11) Más 

tarde Kenng y Cartwright, confirmaron que la urea es una sustancia esencial para 

el crecimiento de ureaplasma, gracias a esta propiedad se pudo definir a los 

ureaplasmas dentro de la taxonomia para clasificarlos dentro del orden 

Mycoplasmataceae de la clase Mollicutes propuesto en 1974 por Shepard y 

colbsPO)la cual clasificó a U. urealyticum como una especie para humanos. (1.9) 

En 1976. se formuló el agar diferencial A7. el cual contiene ademas el ion 

manganeso, dando la formación de un óxido metálico complejo en la superficie de 

las colonias de los Urea plasma dándoles un color café y facilitando su observación 

a microscopia invertida;(9) en 1978 se desarrolló el Caldo 106, utilizando el rojo de 

fenal como indicador y la urea como sustrato de la enzima, en este medio se 

observó que las cepas de U. urealyticum permanecian viables a -QO Oc y -70 Oc 
por largos periodos; y en 1983 se describió la ·fórmula del agar diferencial A8 

empleándose al cloruro de calcio como indicador al oxidar CaCr originando el 

color de las colonias. (12) 
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1/1 GENERALIDADES 

1 TAXONOMIA 

A) CLASIFICACION 

Los urea plasmas pertenecen al orden Mycoplasmatales y a la familia 

Mycoplasmataceae, sólo se han descrito 5 especies de U. urealyticum (figura 1). 

Figura 1 clasificación de U. urealyticum. (Shepard 1974, tomado de Gonzalez 
~osa E.I).{10) . 

DIVISION: Tenaricutes (procariotes sin pared celular) 

¡ 
ORDEN: MYCOPlrmatales 

1 
FAMILIA: Mycoplasmataceae Acholeplasmataceae 

l~ 
GENERO: Mycoplasma Ureaplasma Acholeplasma 

... ~ ... 
69 3species 5 especies 8 especies 

entre ellas 
U. urealyticum 

1 
sPiroPfsmataceae 

Spiroplasma 

~ 
3 especies 

Por su contenido de ureasa les capacita para hidrolizar la urea con la 

consiguiente producción de amonio, U. urealyticum se encuentra separado de los 

demas miembros del orden de micoplasmatalesP ' 

Por analisis filogenético Wore y colbs, concluyeron que los Mycoplasmatales son 

descendientes de un Clostridium ancestral. Las evidencias que apoyan esta 

hipólesis se ponen de manifiesto con datos obtenidos al analizar las secuencias 
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de RNA de los primeros y compararlos con estas bacterias Gram positivas; dentro 

de su homologia posee un gen ama de 500 microdaltones, cuentan con un 

contenido extremadamente bajo de pares de bases guanina-citosina (G-C), 

aproximadamente entre el 23 - 40 mol. %. Esto impone considerables restricciones 

en la capacidad de codificación y su explicación al bajo número de proteinas 

celularesP1 

2) DESCRIPCION 

A) CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS y MORFOLOGICAS ' 

Presentan las siguientes características: No tienen pared celular, pueden 

cultivarse en medios libres de células; requieren de colesterol para su desarrollo; 

el crecimiento, y el metabolismo o ambos es inhibido por anticuerpos específicos; 

son susceptibles a antimicrobianos que afectan a la sintesis de proteínas y son 

resistentes, a los que actúan a nível de formación de pared celular, ya que 

carecen de esta estructura, son incapaces de sintetizar peptidoglicanos o sus 

precursores. 

Estan limitados por una membrana plásmatica de 75 a 100 A' de espesor, por lo 

que son altamente pleomórficos variando de forma esférica, piriforme o formas 

filamentosas o helicoidales. Esta triple membrana esta compuesta por proteinas, 

glucolipidos y colesterol, su integridad se mantiene gracias a la presencia de iones 

magnesio. 

Presentan una gran sensibilidad a las condiciones del medio (pH, temperatura, 

presión osmótica, luz ultravioleta y tensoactivos), es decir son gérmenes muy 

frágiles, son resistentes a antibióticos betalactámicos. 

La ausencia de pared celular los hace muy susceptibles a lisis por choque 

osmótico, a detergentes y alcoholes. Por su estructura los mycoplasmatales 

pueden confundirse con formas L, protoplastos y esferoplastos, ya que esas 

variantes bacterianas también carecen de pared celular, la remoción de la pared 

en esas estructuras se pueden llevar acabo por medio de hidrólisis de la célula 
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bacteriana con lisozima o por bloqueo de la biosintesis de peptidoglicanos con 

antibióticos como la penicilina. 

Los componentes intracelulares de los mycoplasmatales estan constituidos por 

ribosomas y filamentos nucleares (ADN y ARN), se reproducen mediante la 

formación de un tabique bien definido con la integración de unidades 

reproductoras de cerca de 0.3 nm, aunque en realidad es dificil establecer sus 

dimensiones debido a su plasticidad; algunos de ellos pueden atravesar filtros con 

poro de 450nm. 

Es probable que estas pequeñas unidades se conformen a partir de células de 

mayor tamaño de la que después se apartan semejando una gemación. La 

integración de los septos aparentemente seria regulada por mesasomas, ausentes 

en micoplasmatales, la cual les da un ciclo reproductivo particula,-(1) 

El. organismo es redondo, ovoide de aproximadamente de 350 nm de diámetro 

con oscilaciones entre 100 y 850 nm; también se observan estructuras bacilares y 

filamentosas con tongitud de 24 ¡.m y anchura entre 50 y 300 nm. En el material 

clinico a menudo se observan formas bacilares cortas con extremos punteados. 

En cultivos jóvenes, de concentrados y teñidos por el método de Shepard de 

hematoxilina·Giemsa, los ureplasmas pueden estar solos, en pares, triadas, 

pequeños acúmulos y/o en cadenas cortas de 3-5 elementos.!1" A microscopia 

electrónica, se observan formas cocoides filamentosas y en rosario. Estos a su 

vez aparecen rodeados por una membrana única, trilaminar. de un grosor 

aproximado de 10 nm con estructuras que se proyectan desde la superficie. 

Para el aislamiento e identificación del microorganismo se emplea un reactivo 

llamado "prueba rápida de ureasa" el cual se utiliza 0.1 M de urea y como 

indicador. sensible al amonio el cloruro de calcio. Con esta prueba se puede 

detectar la actividad de la enzima ureasa que reacciona con la urea, produciendo 

amonio, que al degradar la urea se detecta un precipitado café sobre la colonia 

que es fácilmente observable a microscopia de bajo poder.(14
) 

En agar taponado para Mycoplasmas a pH de 6.0 las colonias de U. 

urealyticum son pequeñas de 20 a 30 ¡.m de diametro y varia de 7 a 15 ¡.m de 
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diámetro y circulares con bordes irregulares crecen en sentido interior en el seno 

del agar; como se muestra en la figura 2. 

-: 

Figura 2 Colonia de color oscuro caracteristico de U. urealyticum.(indicado con la flecha derecha) 

y Myeoplasma hominis Izquierda (tomado de Delgado l. Alberto 1994),1&3. 

Una de las caracteristicas del desarrollo de Ureaplasma en el medio liquido es la 

ausencia de turbidez y sedimento, solo debe observarse él vire del indicador que 

tiene el medio "rojo de fenal" de amarillo a rojo ámbar, que indica la alcalinidad 

originada por la producción de amonio, por el resultante incremento de pH en el 

meólO.I)4. )5) Un crecimiento rápido de Ureaplasma se ha observado en 16 horas 

de incubación, por lo regular su desarrollo es de 1B a 24 horas o hasta los 7 dias 

de incubación. 

En un estudio realizado en 1992 se menciona que los cultivos en agar en placa 

con antibiótico deben incubarse a 37 oC con 5% de ca, y 95% de N,P» Aún 

cuando el uso de incubadoras de ca, no suele recomendarse para pruebas 

estandarizadas de susceptibilidad,I)6) los Urea plasmas son lo suficientemente 

capnofilicos que el incremento y obtención de un tamaño adecuado de colonias en 

agar justifica el uso de CO, para los aislados clínicos de bases reducidos. (12) 

Ciertos aditivos en agar AB, como CaCI" son necesarios para la visualización 

adecuada de los microorganismos(1» 

Un rasgo diferencial de las colonias de U. urealyticum respecto a los otros 

Mycoplasmas es la forma tipica redonda pleomórficas de color pardo oscuro 
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debido a que crecen totalmente dentro del agar y a su pleomorfismo pueden estar 

agrupadas en cadenas o en pares y suelen confundirse con artefactos del medio. 

Otra forma para identificar las colonias de Ureaplasma de otros Mycoplasmas y 

artefactos del medio es la tinción de Dienes, con ella los Mycoplasmas ureasa 

negativos se colorean de azul, Ureaplasma no se tiñe y los artefactos pueden 

tomar un color violeta. 

3) MECANISMOS DE PATOGENICIDAD 

En 1984, se demostró la pr9ducción de una proteasa de IgA1 capaz de 

fraccionar en dos fragmentos FAb y Fc en todos los 14 serovares. (17
) la 

especificidad de la enzima está restringida a la IgA 1 del huésped que podria 

explicar la especificidad del microorganismo como patógeno en el tejido urogenital 

y respiratorio.t t2
) 

Se ha observado que U. urealyticum ataca principalmente a eritrocitos y otras 

células eucarióticas, algunas otras cepas de serovares atacan a eritrocitos en 

suspensión; demostrándose la hemadsorción en eritrocitos de cobayos por el 

serovar 3. y en células 'Hela probadas en 6 cepas humanas. (18
) También se 

cuestiona que los Urea plasmas elaboran más de una toxina o productos tóxicos, 

pero aún es controversial debido a que no se ha confirmado. 

Se sugiere que el cese brusco del crecimiento es causado por la acumulación de 

un factor tóxico, como la cata lasa resistente termoestable y dializable; pero aún no 

se conoce la identidad del posible factor tóxico que producen las cepas de estos 

microorganismos. Se ha establecido que cuando se presenta la hidrólisis por 

Ureaplasma, al producir amonio provoca un cambio local de pH, siendo tóxico 

para las células y tejidos in vitro e invivo, parece ser que el amonio produce 

pequeñas áreas de lesión en la célula, sobre la mucosa uretral (glándula mucosa y 

conduelas de Littreé); esto es posible por la acumulación local del ión amonio 

sobre las membranas de las mucosas, contribuyendo de esta manera a la 

patogenicidad potencial de los ureplasmas. Este efecto citopático ha sido 

obselvado en cultivos celulares, también puede causar aberraciones 
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cromosómicas observados en cultivos de linfocitos humanos y es probable que la 

producción de peróxido sea el responsable de la lisis de los eritrocitos(3) 

En otros estudios se ha demostrado en 3 serovares la actividad de la fosfolipasa 

A y e de U. urealyticum, por lo que se ha postulado que esta enzima puede 

degradar fosfoli pidas de placenta y traer como principio al parto prematuro'<19J El 

papel de estas fosfolipasas. en abortos espontáneos, óbitos y prematuridad 

producidos por U. urealyticum no está bien definido.(20) 

Las evidencias sugieren que los ecosanoides, produClos del metabolismo del 

ácido araquidónico, son importantes en la regulación homeostática del tono 

vascular pulmonar. La fosfolipasa A2 es un estimulo para la producción de 

hipertensión pulmonar probablemente por el mismo mecanismo propuesto para los 

estreptococos y otras bacterias.(1.21) 

Las sugerencias en el papel etiológico de la artritis reactiva de los Ureaplasma 

su ponen que estos de manera espontánea se unen al néutrofilo siendo fagocitado 

y no destruido en la presencia de complemento y en ausencia de anticuerpos lo 

cual es común en pacientes hipogammaglobulinémicos, los neutrófilos semejan 

tener un papel defensivo en pequeña proporción facilitando la diseminación de la 

infección. (22) 

Se ha observado la capacidad de adhesión del agente a las células de la 

mucosa genitourinario. y la producción de sustancias tóxicas que IIevarian a la 

destrucción del epitelio con respuesta inflamatoria aguda o subaguda de la misma, 

con la consecuente aparición de signos de enfermedad. además produce 

cilioestasis y lesión de mucosas en cultivos de traquea fetal demostrado en 

animales de experimentación inoculados con ureaplasmas.<8. 23) 

4) EPIDEMIOLOGIA 

Se conocen 12 especies de Mycoplasmas que afectan al hombre de ellos se 

tienen principalmente a U. urealyticum junto con Mycoplasma hominis de los 

que son aislados más frecuentemente en el tracto genital femenino y son los que 

causan enfermedades en los recién nacidos prematuros. 
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Se ha reportado que U. urealyticum esta implicado en una amplia variedad de 

infecciones: uretritis. infección del tracto urinario, corioamnioitis, aborto 

espontaneo, enfermedad pélvica inflamatoria y neumonia en recién nacidos; 

también se tienen evidencias de que puede provocar infertilidad y esterilidad, pero 

aún no se han confirmado estas evidencias. (25) Se le conoce como un gérmen 

patógeno oportunista en recién nacidos,(22) y en personas inmunodeficientes.(6,26) 

La colonización por U. urealyticum y M. hominis en el tracto genital inferior de 

individuos femeninos y masculinos ocurre con frecuencia en la pubertad al inicio 

de la actividad sexual. 

Se ha observado que U. urealyticum es aislado con menor frecuencia aislado 

de la orina. aunque se ha reportado su aislamiento en la vagina en un 40 a 80% 

de mujeres sexual mente maduras asintomáticas. (23) La incidencia es poco 

frecuente en la uretra inferior de pacientes masculinos normales, sin embargo en 

las mujeres se han encontrado factores de riesgo para la colonización como la 

edad joven, estado socioeconómico bajo, actividad sexual con paternos múltiples, 

grupo étnico (raza negra o blanca) y usos de anticonceptivos orales. 

Debido al gran porcentaje de aislamientos de U. urealyticum en mujeres 

sexualmente activas, las infecciones por este microorganismo patógeno se ha 

incorporado a las enfermedades transmitidas por contacto sexual; en las mujeres 

prepúberes y en las posmenopaúsicas se le ha encontrado como un gérmen único 

en un 6 a 22%. También se le ha identificado un 50% en la enfermedad pélvica 

inflamatoria; y se le ha aislado esto hace que se le incluya en el estudio de 

infertilidad. En estas mujeres se les ha aislado sin demostrar que les cause 

enfermedad. 

En 1980 se encontró que U, urealyticum, fue causa de corioamnioitis aguda en 

un 22%, este resultado junto con el de otros autores proporcionaron evidencias de 

la importancia de esta especie como causa de cambios inflamatorios en el útero 

grávido y el feto. (B, 23, 27) 

La transmisión vertical de U. urealyticum de madres se da en el útero durante el 

parto, Se ha reportado que en los infantes de término la transmisión vertical es de 

45 a 66%. estos reportes no son significativos y difieren por la transmisión vertical 
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del 58% de infantes pretérmino encontrado por Sánchez y Regan;(2) En otros 

reportes se menciona que la colonización en infantes es frecuente a los 3 meses 

de edad; y menor al 10% en niños y adultos sexualmente inexpertos son 

colonizados y se incrementa por la actividad sexual después de la pUbertad.I") 

Russell documentó la correlación existente entre corioamnioitis aguda, parto 

pretérmino y la presencia de sepsis neonatal en las primeras 48 horas de 

nacimiento en aproximadamente la cuarta parte de los neonatos cuyas placentas 

mostraron corioamnioitis, estas evidencias fueron raras en ausencia de 

inflamación placentaria.13. 27. 29) En la neumonia congénita o neumonia adquirida 

durante el nacimiento es frecuente que se tenga el antecedente materno de 

corioamnioitis, por U, urealyticum, lo cual causa neumonia congénita.14• 16. 29) Un 

estudio reciente realizado por J. Ollikainen et al, examinó la colonización y 

mortalidad neonatal de U. urealyticum de 78 infantes con edad gestacional de 34 

semanas, de los que 11 (14%) muestras de aspirados endotraqueales fueron 

positivas a U. urealyticum determinando la colonización asociada con signos de 

enfermedad del huésped y sintomas del tracto respiratorio, sugiriendo la 

importancia de la patogenicidad de U. urealyticum en infantes pretérmino.130). 

La mucosa del tracto genital masculino probablemente se encuentre menos 

expuesta, lo que se refleja en la recuperación menos frecuente de Mycoplasmas 

del tracto genital de los lactantes varones. Se han aislado Mycoplasmas 

principalmente U. urealyticum, de la nariz y la garganta alrededor del 15% en 

lactantes del sexo femenino y masculino, estas cifras son estimaciones y varian de 

una población a otra, dependiendo de la porción de mujeres embarazadas que se 

hallan colonizadas. 

La colonización neo natal suele no persistir más allá de los tres meses de edad; 

cuando los Mycoplasmas persisten lo hacen con mayor frecuencia en las niñas. Es 

por ello que es raro recuperar Mycoplasmas genitales de varones prepuberales; 

en un estudio se encontró que una quinta parte de las niñas prepuberales estaban 

colonizadas por U. urealyticum y 6% de M. hominis. En niños que sufren abuso 

sexual el microorganismo se halla con mayor frecuencia.12.) 



A) MORTALIDAD Y MORBILIDAD 

Varios estudios han mostrado la asociación significativa entre el aislamiento de 

U. urealyticum del corioamnios y la mortalidad y morbilidad perinatal. De esta 

manera la morbilidad y la mortalidad es el resultado de efeclo directo de infección 

fetal; debida que U. urealyticum tiene una asociación de complicaciones con el 

nacimiento prematuro. Un número de estudios prospectivos basados en cultivos 

directos en el sitio de infección, indican que U. urealyticum y M. hominis pueden 

causar enfermedad invasiva, en infantes y son una causa de mortalidad y 

morbilidad perinatal particularmente en infantes prematuros. 

B) COLONIZACION EN ADULTOS 

Luego de la pubertad, la colonización con Mycoplasmas en el tracto genital 

ocurre durante el contacto sexual;(31. 32) se ha observado que en personas 

sexualmente maduras que carecen de historia de contacto sexual es raro que 

esten colonizados, la frecuencia aumenta en individuos sexualmente activos. Se 

han aislado Mycoplasmas del tracto genital con mayor frecuencia en hombres y 

mujeres de raza negra que de blanca, pero aun no es claro el grado en que esta 

diferencia se debe a distinta experiencia sexual. 

En un estudio realizado en Bastan se aisló M. hominis en alrededor de la mitad 

de los pacientes clinicos de un hospital municipal y los ureplasmas se aislaron 3 

cuartas partes de ellos. En contraste en los pacientes que visitan a obstetras y a 

ginecólogos privados de una misma región, se aisló a este microorganismo en una 

quinta parte y la mitad respectivamente.!31) La colonización genital por 

mycoplasmas también se 'relaciona con la condición socioeconómica, pero se 

desconoce si ·esta aparente diferencia es un reflejo de la experiencia sexual o si 

estan involucrados otros factores como: anticoncepción, menstruación, embarazo 

y cambios menopáusicos. (32) Se ha reportado que los Mycoplasmas del tracto 

genital parecen aislarse con mayor frecuencia de mujeres embarazadas y se 

aislan con menor frecuencia luego de la menopausia, de modo que las hormonas 

sexuales pueden tener influencia en la colonización. 
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e) eOLONIZAelON MATERNA 

La colonización por U. urealyticum en el Iracto reproductivo femenino. se ha 

postulada como una causa de riesgo prenatal. incluyendo aborto recurrente. 

corioamnionitis. parto pretémnino, bajo peso al nacimiento (BPN), mortinato y 

morbilidad materna de post-parto febril. Recientemente U. urealyticum fue aislado 

del tracto genital inferior (cérvix o vagina), y se le ha asociado con el parto 

pretérmino, mientras que su aislamiento de la placenta se asocia con 

corioamnionitis histológica y nacimiento pretérmino,I13. 34) 

La colonización materna por U. urealyticum es común, se ha reportado en 70% 

de mujeres embarazadas. 135, 36) El microbio es transmitido al infante recién nacido 

durante el parto, y en infantes de término completo colonizados por esle 

microorganismo se le asocia con la enfermedad del sistema nervioso central y 

respiratorio. (37.38) 

En un estudio realizado en 1995 se encontró la colonización por U. urealyticum 

de 20 a 25%, en muestras tomadas de placentas;(36) por otro lado la infección en la 

corioamnionitis es ascendente, pero la colonización maternal no se le asocia con 

la labor pretérmino(3,33) 

La alta colonización en la vagina de mujeres embarazadas, ha traido diversas 

confusiones en los resultados adversos perinatales incluyendo la colonización con 

otros microorganismos y de limitaciones inherentes a estudios designados, 

U. urealyticum es considerado como una especie patógena capaz de provocar 

infección materna y fetal severa,. siendo algunas veces fatal para el feto o el 

neo nato. Se ha descrito el papel de los Mycoplasmas genitales en infecciones 

intramnióticas, el cual involucran al tiempo prolongado de incubación de los 

microorganismos, y el número de examinaciones, las cuales pueden contribuir a la 

colonización intrauterina y a infecciones intrauterinas en mujeres parturientas. 

U. urealyticum se ha relacionado con patologias clinicas(JO)La colonización por 

este microorganismo en el tracto genital inferior de mujeres embarazadas no 

indica el incremento de riesgo de enfermedad sintomatica. 
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- Colonización en el tracto genital superior 

La colonización del endometrio por U. urealyticum de mujeres no embarazadas 

ocurre microscópica mente fuera de los signos de inflamación. (39) Un incremento de 

riesgo de tres veces ocurre en la endometritis; sin embargo a pesar del uso de 

terapia intraoperatoria de antimicrobianos profilácticos de rutina. el corioamnios 

fue colonizado por U. urealyticun en el parto por cesárea. y un incremento de 

riesgo de ocho veces ocurrió al comienzo de la labor espóntanea en mujeres 

colonizadas en el corioamnios.«0) 

La colonización del liquido amniótico por U. urealyticum en el tiempo de la 

amniocentesis y examén genético en 16 a 20 semanas de edad gestácional. 

ocurrió entre 0.3% y 3.0% de los embarazos.(41. 42. 43. 44) En dos de estos estudios 

<<J. 44) se observó una asociación entre resultados positivos de cultivos y embarazo 

adverso. Ambos estudios limitados. debido a resultados evaluados incompletos. U. 

urealyticum fue el microorganismo más comúnmente aislado del liquido amniótico 

de mujeres quienes presentan signos de infección en la labor pretérrnino después 

de la pre labor de ruptura de membranas. la cual ocurre aproximadamente en una 

tercera y una mitad de pacientes respectivamente. (41. (5) En algunos datos clínicos 

se han observado niveles elevados de interleucina 6 en el liquido amniotico (41) y 

se les ha buscado la serologia sistémica identificando un subgrupo de pacientes 

con un incremento de riesgo en resultados adversos. U. urealyticum es 

recuperado de placenta. asociándose con el incremento prematuro de ocho veces 

al principio de la labor. (46) Estos estudios apoyan la asociación de colonización en 

el tracto genital superior. con resultados de embarazos adversos. incluyendo la 

prelabor y labor pretérrnino en la ruptura de membranas y endometritis post­

partum. 

D) TRANSMISION DE LA MADRE AL RECIEN NACIDO 

Se ha observado que en mujeres infectadas, U. urealyticum es trasnmitido en el 

parto através del canal de nacimiento en un 48 a 58% de los nacimientos. (2) 

17 



Cassel! et al., obtuvo aislamientos de U. urealyticum de cultivos puros del 

corioamnios, fluido amniótico y órganos fetales internos, en presencia de sinusitis 

y neumonia. Existen evidencias que la infección fetal puede ocurrir en el útero(39) 

En otro estudio se observó que 14% de U. urealyticum y 30% de M. hominis 

fueron aislados de muestras endotraqueales colectadas durante las primeras 12 a 

24 horas despues del nacimiento en infantes menores de 2,500 g nacidos por 

sección de cesárea con membranas intactas, indicando que la transmisión ocurrió 

en útero de infantes prematuros. En otra investigación se reportó 48% de aislados 

de U. urealyticum de aspirados endotraqueales colectados después de 30 

minutos del nacimiento por sección de cesárea y membranas intactas. (37) Por lo 

que la adquisición de 'Elste microorganismo puede ocurrir en útero por via 

ascendente, por colonización del tracto genital de las madres y por via 

transplancentaria de sangre de la madre. (47. 48) En otro estudio se reportó la 

transmisión vertical por U. urealyticum en un 18 a 55% entre los infantes 

prematuros(49) 

Algunos estudios reportan que, la forma de transmisión no se encuentra 

afectada por el tipo del nacimiento del niño (cesárea o parto nonmal), pero algunos 

autores afirman un incremento significativo al nacer el niño por el canal del parto y 

por el rompimiento prematuro de membranas.('· 3) Además se menciona que U. 

urealyticum es aislado del liquido amniótico en edad de 16 a 20 semanas de 

gestación en ausencia de parto, por lo que produce corioamnionitis y en aislados 

de placenta se ha demostrado una fuerte asociación con la conoamnionitisP ) 

5) CARACTERISTICAS CLlNICAS 

Inicialmente se sabia que los Mycoplasmas causaban infecciones en animales, 

sin embargo hoy se sabe que U. urealyticum produce en humanos amniottis, 

prematuridad, aborto espontáneo, infertilidad, bajo peso al nacimiento, neumonia, 

meningitis y muerte por amniocentesis, infección del tracto urinario. enfenmedad 

pélvica inflamatoria, también se ha reportado que es capaz de infectar el liquido 

amniótico sin que exista ruptura de membranas y de esta manera colonizar el 
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producto(39) Ademas causa infección intrauterina crónica que se caracteriza por 

una reacción infiamatoria intensa. ISO) Sin embargo, las personas colonizadas por 

esta especie con frecuencia no muestran ningún sintoma de enfermedad, en 

algunos casos puede fonnar parte de la fiara normaLI'2) 

En el Instituto Nacional de Perinatologia, Narcio y cols., encontraron 21.5% de 

colonización por U. urealyticum en mujeres embarazadas, por lo que se da su 

relación con septicemia y meningitis. En otros estudios se ha observado que la 

colonización por U. urealyticum se asocia a enfermedad pulmonar crónica (EPC) 

y la inmadurez en recién nacidos. (51) En un estudio realizado en niños de 23 a 41 

semanas de gestación se encontró una alta asociación con la inmadureaz y el 

desarrollo de enfermedad pulmonar crónica (EPC). Roulon y colegas, infonnaron 

un caso con ruptura prematura de membranas, amnionitis y septicemia en una 

paciente con 21 semanas de gestación, en el que U. urealyticum fue el único 

aislado en los cultivos. 

A) INFECCIONES EN VIAS URINARIAS 

a) URETRITIS NO GONOCOCICA (UNG). 

Esta enfermedad inicialmente fue observada en pacientes infectados por 

Mycoplasmas en los años cincuenta. Actualmente se han realizado numerosos 

estudios relacionados con el papel de los Mycoplasmas en la uretritis no 

gonoccócica, se ha observado que la mayoria de ellos no son considerados como 

causa importante de esta enfermedad, dado que se aislan con poca frecuencia en 

pacientes en estados de salud o enfermedad.I') 

En otros estudios se ha inoculado Ureaplasma en animales 

inmunocomprometidos y se tienen evidencias de causar uretritis no gonoccócica, 

en ausencia de Chlamidia. (3) Es común la asociación de U, Urealyticum con 

Neisseria gonorrhoae, Chlamydia trachomatis en la uretritis no gonoccócica. La 

frecuencia de aislamiento de Ureaplasma en hombres sanos sugiere que el 

microorganismo unido a ciertos factores predisponentes, asi como la falta de 

inmunidad de las mucosas, son los factores por los cuales algunos individuos 

desarrollan la enfermedad.!3) 
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Se tienen dos condiciones de infección por U. urealyticum en tracto urinario. 

uretritis no gonoccócica en varones y calculas urinarios. Es común la ocurrencia 

de Ureaplasma en la uretra de hombres asintomáticos. ciertos serovares de estos 

microorganismos son patógenos asociados con ciertos factores predisponentes. 

U. urealyticum produce ureasa y se ha observado en modelos animales la 

formación de calculas infecciosos debido a que esta enzima produce cristalización 

"in vitro" de fosfato de calcio en orina y se sugiere que este se encuentra 

implicado; no existen evidencias de que cause pielonefritis.<') 

b) PROSTATITIS Y EPIDIDIMITIS 

Los Urea plasmas pueden tener acceso a la próstata durante una infección 

aguda de uretra, siendo más frecuente el aislamiento en pacientes con 

uretroprostatitis aguda, en contraste se ha podido recuperar cepas directamente 

del epididimo de un paciente con orquioepididimitis aguda no Chlamidial. no 

gonoccócica y con desarrollo de anticuerpos especificas, lo cual muestra que U. 

urealyticum puede ser una causa no común de esta enfermedad.13) 

B) OTROS ASPECTOS 

En algunos estudios sobre fertilidad masculina, se ha recobrado a U. 

urealyticum del semen en 47% varones, los datos obtenidos del análisis del 

semen son: Baja motilidad de los espermatozoides, formas aberrantes y bajo 

número de espermas comparado con el semen de varones que no tenian el 

microorganismo; en el caso de mujeres se ha identificado un 50% de enfermedad 

pélvica inflamatoria lo que sugiere se incluya en el estudio de infertilidad. 

En la fiebre postparto. se ha aislado de sangre y en algunos casos no ha 

persistido la invasión, ya que la paciente se recupera de manera espontánea. Se 

ha recuperado además de la glándula de Bartolin y en pacientes con enfermedad 

de artritis reumatoide; no se ha aislado de conductos deferentes. Es conveniente 

descartarlo como un agente etiologiCO en las infecciones cervicovaginales.l' 57) 

U. urealyticum coloniza el tracto genital inferior del huésped normal. pero es 

causante de infección extragenital en pacienles de ambos sexos entre los 14 y 76 
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años de edad; algunas investigaciones han reportado casos de infección 

extragenitales por accidente, observándose la implicación en un paciente 

hipogammaglobulinémico con artritis séptica(3, 53) y en pacientes 

inmunocomprometidos. (53) 

6) FACTORES QUE FAVORECEN LA COLONIZACION EN EL RECIEN NACIDO 

A) PREMATUREZ 

El nacimiento prematuro es uno de los problemas clínicos en obstetricia, En la 

proporción de niños prematuros nacidos con bajo peso no se aprecia cambio 

desde los años de 1950 's, la proporción de niños de bajo peso al nacimiento es 

alta al Oeste de la región industrializada de los Estados Unidos. (58) 

Las primeras sugerencias de infección pueden involucrar nacimiento prematuro 

con peso al nacer,; a 2500 gr. En 1970, en 13 estudios aproximadamente se 

incluyeron a 12,000 pacientes para la evaluación del papel de infección de 

urea plasma en el cérvix sobre el nacimiento prematuro, Las evidencias sugieren 

que las relaciones no fueron consistentes en la presencia de U. urealyticum en el 

tracto genital inferior de las madres y el peso al nacimiento.<3) 

B) BAJO PESO 

Un estudio realizado en poblaciones de alto riesgo indicó una asociación 

significativa entre el aislamiento de U. urealyticum de placenta y bajo peso al 

nacimiento, (3) además se observó que cinco niños de bajo peso al nacimiento (,; a 

1500 g) colonizados por U. urealyticum, desarrollaron displasia broncopulmonar y 

21 niños con bajo peso al nacer no colonizados, sólo 7 desarrollaron displasia 

broncopulmonar. (36) Por lo tanto se infiere en este estudio que los niños pretérmino 

de bajo peso al nacimiento son más susceptibles de adquirir colonización por U. 

urealyticum en su aparato respiratorio y se tiene mayor riesgo en desarrollar 

displasia broncopulmonar. I36) Edward.y cols. demostraron que el fenómeno de bajo 

peso al nacer ocurre más frecuente en mujeres quienes tienen anticuerpos de 
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riesgo de tipo especifico reciente durante el embarazo. por lo que se sugiere el 

papel etiológico del bajo peso al nacer en mujeres de partos prematuros.(S9) 

e) VAGINOSIS BACTERIANA 

El diagnóstico de vaginosis bacteriana esta basado en la presencia de los 

siguientes criterios: 

1) pH vaginal de 7.5 

2) Presencia de olor amina en vagina 

3) Presencia del fluido vaginal con células epiteliales con bacilos 

4) Presencia de secreción vaginal de consistencia unifomne 

5) Detección de pocas células blanco y flora mixta (no histobacilos) tinción Gram 

del fluido vaginal. (50) 

En un estudio de cohorte de 10.397 mujeres embarazadas se correlacionó la 

vaginosis bacteriana con colonización por U. urealyticum y predilección del parto 

pretérmino de infantes con bajo peso al nacimiento. Se ha reportado que la 

vaginosis bacteriana se presenta en 15 a 20% de mujeres embarazadas. la mitad 

de estas pacientes no presentan sintoma o molestia alguna.!5') U. urealyticum no 

se encuentra asociado con la vaginosis bacteriana. pero si se le encuentra un 

incremento en la colonización vaginal. 

Hill y colb. 61
) determinaron la relación de recuperación de algunos 

microorganismos que causan vaginosis bacteriana del corioamnios. los más 

aislados en el estudio. fueron U. urealyticum, M. hominis, G. Vaginalis, 

Peptostreptococcus y Bacteroides sp. los organismos que causan vaginosis 

bacterian aumentan la sintesis de fosfolipasa A y la producción de 

prostaglandinas. las cuales pueden conllevar al parto pretérmino. la ruptura de 

membranas y la invasión de otros microorganismos. la presencia de vaginosis 

bacteriana está asociada independientemente y significativamente con el 

incrementó a 37 semanas de gestación. 

la colonización cérvico-vaginal por U. urealyticum no es predectiva al riesgo de 

embarazo. puede invadir el tracto genital superior. hacerlo solamente una 



subpoblación de individuos infectados por U. urealyticum en el tracto genital 

¡nferiar.(51) 

7) ENFERMEDADES QUE CAUSAN EN EL RECIEN NACIDO 

A)NEUMONIA 

Un número de casos reportados se ha descrito a U. urealyticum como causa y 

asociación con neumonia congénita. Clínicamente y radiológicamente la neumonia 

en la etapa temprana no es facil de distinguir; la enfermedad respiratoria en la 

inmadurez pulmonar esta mediada por la deficiencia de surfactante 

considerandose la posibilidad de sepsis y/o neumonia en recién nacidos. 

Quinn y colaboradores. reportaron a U. urealyticum como una causa de 

neumonia neonata!. (62) Estos organismos fueron obtenidos de las secreciones 

genitales de infantes a termino fallecidos a las 74 hrs de edad por neumonia 

neo nata!. 

En una revisión bibliográfica Ohlsson y colaboradores describieron dos estudios 

de cohorte. donde se analizó la sangre de pacientes infectados por U. 

urealyticum. ,63
) Durante el segundo y tercer dia de vida. se observó un 

incremento significativo en el conteo total de células. neutrófilos, madurez e 

inmadurez de neutrófiJos. Panera y colaboradores confirmaron estas 

obselVaciones del conteo de células y la asociación de neumonia y colonización 

por U. urealyticum en un grupo separado de 29 niños (64); se ha observado la 

relación de neutrófilos y la colonización en el aspirado traqueal, (65) como 

mediadores de la inflamación detectadas mas frecuente en las se.creciones 

pulmonares de infantes colonizados.'22. 66. 67. 68) Ademas en los aislados de recién 

nacidos humanos se induce neumonia; y en experimentos se ha inducido la 

neumonia en ratones recién nacidos infectados y en baboons prematuros. (39.69) 

En estas investigaciones. se tiene la identificación de U. urealyticum alta entre 

pacientes con neumonia. y es el responsable de inducir inflamación en pacientes 

infectados. El aislamiento endotraqueal por Urea plasma representa el papel de 

infecclon del tracto respiratorio inferior, indicando el aislamiento inicial por este 

" -, 



microorganismo de 1000 Y algunos casos exceden de 10,000 unidades 

cambiantes de color. 

En un estudio 292 infantes con peso al nacimiento menor a 2500 g Y con 

desarrollo a 28 dias después de nacimiento, se aisló U, urealyticum de aspirado 

endotraqueal en los primeros 7 dias de nacimiento (edad de 1.3 dias) asociada 

con evidencia radiográfica de neumonia, comparado contra infantes no 

infectados. (701 

U, urealyticum puede inducir cilioestasis y lesión de mucosa en humanos de 

cultivos de tráquea y feto. Recientemente U, urealyticum se asocia al sindrome 

de dificultad respiratoria (SOR) y al fracaso respiratorio, la cual se define como la 

necesidad de ventilación oscilatoria de alta frecuencia, alta oxigenación inspirada y 

presión inspiratoria alta .(5) 

Se ha observado el sindrome de dificultad respiratoria (SOR) en 24 de 47(51 'lo) 

infantes colonizados y 10 de 40(25'1o} infantes no colonizados (P<0.01); la 

dificultad respiratoria severa se presentó en 37 de 47(74%} colonizados y 28 de 

51(55%) infantes no colonizados (P<0.05), estos fueron menores a 34 semanas 

de edad gestácional; en este estudio la colonización fue definida como el 

aislamiento de U, u,ealyticum de aspirados nasofaringeos. 

En 1976 Tafari et al. aislaron a U, urealyticum en pulmón de 42 de 290 infantes 

mortinatos en asociación con evidencia histológica de neumonitis. Esta fue una de 

las investigaciones que sugerieron el papel potencial de este microorganismo en la 

enfermedad perinatal: desde entonces se han descrito casos de aislamiento de U, 

u,ealyticum en el feto y tejido pulmonar. (22. 38, 69) Quinn et al. encontraronron la 

asociación entre el metabolismo inhibitorio de anticuerpo responsable por 

Ureaplasrl)a y enfermedad respiratoria en infantes recién nacidos, se observó una 

mortalidad alta en neonatos con enfemnedad respiratoria y anticuerpos elevados 

de Ureaplasma, sin embargo, estos resultados fueron dificit de interpretar debido a 

criterios de definición de enfermedad respiratoria. (70) 

Taylor Robinson et al., de tas muestras de aspirados de tráquea y gástrica 

obtuvieron 47 infantes con dificultad respiratoria y 49 controles similares a la edad 

gestacional, los cultivos se reatizaron a unas cuantas horas después del 
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nacimiento. U. urealyticum se aisló en 29% infantes prematuros, pero no fue una 

evidencia clara de que el microorganismo haya contribuido a la dificultad 

respiratoria. (S) 

Quinn et al., determinó un caso fatal con neumonia ureaplasmal en neonatos 

asociado con el titulo elevado de anticuerpos del serotipo 8 (serotipo 8 de U. 

urealyticum aislado de pulmón), localizado en la lesión de inflamación del 

pulmón, implicando al microorganismo como un agente causal.(6') 

Waites et al.(9') describieron en infantes recién nacidos con peso al nacimiento 

2200 g y edad de 33 semanas de gestación el aislamiento de U. urealyticum del 

tracto respiratorio inferior, en asociación con hipertensión pulmonar persistente y 

neumonia, con severa asfixia, obteniendo cultivos positivos de sangre, aspirado 

traqueal y liquido pleural, en un caso se presentó muerte post natal de seis dias. 

La autopsia reveló neumonia bi,lateral severa por mezcla de exudado inflamatorio 

celular intrainflamatorio y cambios fibróticos en la displasia bronco pulmonar, 

sugiriéndo que U. urealyticum es capaz de producir neumonia en infantes recién 

nacidos prematuros. 

B) MENINGITIS 

La incidencia de meningitis bacteriana es mayor durante el periodo neonatal que 

en cualquier otro periodo de vida, se ha visto que U. urealyticum se aisla del 

liquido cefalorraquideo (LCR) en 8 de 100 infantes recién nacidos y un caso de 

meningitis por E. COIi. '38J En cuatro de estos niños infectados, el organismo fue 

aislado de aspirado endotraqueal, 6 de ocho niños tuvieron hemorragia 

intraventricular, comparado con 6 de 42 aislados de U. urealyticum, solo se 

reportó un caso de un infante prematuro con presencia de U. urealyticum en el 

liquido cefalorraquideo en 31 dias de nacimiento.(66) 

En reportes previos U. urealyticum se aisla frecuentemente del liquido 

cefalorraquideo de infantes pr~término, (36, 66) estos resultados y el papel de 

infección de estos organismos aún no son claros. 

En un estudio prospectivo Gail Case" y col, en búsqueda de meningitis 

encontraron en 100 infantes prematuros, 8 aislados de U. urealyticum en el 
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liquido cefalorraquideo y 5 por Mycoplasmas hominis de las cuales 6 infantes 

presentaron U. urea/yticum con hemorragia severa intraventricular y tres con 

hidrocefalia. mientras que 57 aspirados endotraqueales se encontraron 16 cultivos 

positivos por U. urea/yticum y 9 para M. hominis y 2 fueron en ambos 

organismos. La infección por Ureaplasma se asoció con la hemorragia severa 

intraventricular(>I) La cronicidad es caracteristica de U. urea/yticum y M. hominis 

en la infección del liquido amniótico. Estos organismos pueden persistir en niños 

prematuros de 16 a 20 semanas de gestación considerando que los Urea plasmas 

pueden persistir durante dos meses en el liquido amniótico, con presencia de 

inflamación, también se ha observado que ambos organismos persisten durante 

muchos meses en la inflamación crónica de articulaciones en pacientes 

hipogamaglobulinémicos. 

La ruta precisa de infección por Mycoplasmas en la enfermedad del Sistema 

Nervioso Central no se ha establecido con certeza en algunos de los casos. pero 

se ha observado que la infección maternal (incluyendo colonización en el tracto 

urinario), corioamnionitis y la infección después de la ruptura de membranas 

prolongada están relacionados con el desarrollo de meningitis bacterial en infantes 

recién nacidos, por lo tanto tales condiciones predisponen la infección en el 

Sistema Nervioso Central por Mycoplasmas. (55.56) 

C) ENFERMEDAD PULMONAR eRON/CA (EPC) O D/SPLAS/A BRONCO 
PULMONAR (DBP) 

La Enfermedad Pulmunar Crónica (EPC) se define como el requinmiento de 

oxigeno persistente a 36 semanas de gestación, y de asistencia de ventilación 

mecánica. Esta se basa en el suplemento de oxigeno de 28 dias(73, 87,) La 

displasia bronco pulmonar en la fase crónica causa daño en el neonato. debido a la 

presencia del daño oxidante y barotrauma susceptibles en infantes prematuros. (83, 

84) Sin embargo el daño pulmonar es mediado por la interacción complexa del 

factor de inflamación y fibrosis(85, 86, 87) El desarrollo de EPC es uno de los 

problemas del cuidado de infantes de muy bajo peso. niños pretérmino. y edad de 

30 semanas de gestación. 
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La Importancia de los urea plasmas en cultivos puros de 85% exceden de 10' 

apróximadamente 300 UCC y un 26% en cultivos de sangre en el desarrollo de 

EPC. La cuestión de asociación por estos microorganismos con otras causas de 

muerte de EPC coinciden con el desarrollo patológico prematuro. por lo cual se ha 

propuesto que U. urealyticum no es causa primaria de neumonia no detectable y 

no tratable. en resultados de incremento de requerimiento de oxigeno y desarrollo 

subsecuente de EPC dando como resultado la toxicidad del oxigeno. (22.37. 72. ") 

Se ha reportado que U. urealyticum se aisla de muestras de tráquea. pulmón. 

sangre. liquido pleural y líquido cefalorraquideo de infantes prematuros. (37. 75) La 

presencia de este organismo en la traquea de infantes de peso al nacimiento < 

1000 g se le asocia con el incremento de incidencia de EPC; por lo que la 

prematurez. ventilación a presión positiva con asistencia de oxigeno. infección por 

U. urealyticum y M. hominis son implicaciones asociadas con desarrollo de EPC 

en el neonato prematuro. Se ha observado el aislamiento de U. urealyticum en 

aspirado traqueal de peso nacimiento:;; 1250 g en las primeras 24 horas de 

nacimiento. se asocia con el incremento de riesgo de desarrollar displasia 

broncopulmonar considerando esta asociación independiente del peso nacimiento. 

O. Brodovich y Merritt; propusieron el daño pulmonar agudo neonatal. mediante 

el diagnóstico radiológico clínico y anormalidades de tensión de gas sanguineo de 

28 dias de vida (76. 77) 

En un meta análisis de 17 estudios publicados. sumaron la relación entre U. 

urealyticum y el desarrollo de EPC. Todos los estudios a exepción de un caso 

control. de los estudios de cohorte la colonización fue primero determinada y la 

EPC fue luego diagnósticada. La colonización con U. urealyticum fue asociada 

con la EPC siendo el riesgo relativo de 1.72(95% Cll.5(}'1.96).(78) 

Nathaniel R. Susan el. al.(92) analizaron la asociación de colonización por U. 

urealyticum y el desarrollo de EPC en 93 infantes prematuros. peso al nacimiento 

<1251 g tratados con surfactante. los cultivos de las muestras traqueales y 

nasofaringeos fueron obtenidos de cultivos temprano y tardio de colonización de 2 

± 1 y 14 ± 1 dias después del nacimiento; de los c4ales se obtuvieron 17(18%) de 

cultivos positivos de los 93 infantes prematuros. En este estudio se confirmó la 
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asociación de colonización de U. urealyticum y el desarrollo de enfermedad 

pulmonar crónica. 65) 

Por otra parte Willian F. Watsh el. al.. reportán a U. urealyticum capaz de 

causar patológicamente lesión pulmonar en primates prematuros con enfermedad 

de membrana hialina.c7.) 

Se ha considerado el papel patogénico de U. urealyticum en el desarrollo de 

EPC, Cassell el. al. 13.) Quinn el. al(62), examinaron en un infante muerto, el tejido 

fetal con cultivo positivo, inflamación aguda y peso al nacimiento 2750 g; además 

se detectó sepsis aguda y neumonia, falleciendo a los 3 dias. La autopsia reveló la 

presencia de células polimorfonucleares, macrófagos vacuolados dentro de los 

duetos alveolares respiratorios y bronquios terminales siendo iJ. urealyticum el 

único organismo aislado en el exudado. 

Wang el. al.,<'5) reportaron la enfermedad pulmonar crónica 5 a 10% de peso al 

nacimiento <1250 g. estos fueron colonizados por U, urealyticum en 

especimenes traqueales y nasofaringea, en comparación con el 16% no 

colonizado, concluyendo que U, urealyticum contribuye independientemente a 

EPC COn el efecto de ventilación, edad gestacional y enfermedad respiratoria 

inicial severa. (37) 

Mientras tanto Cassell el. al., aislarón U. urealyticum 17% de aspirados 

endotraqueales obtenidos durante las primeras 12 a 24 horas de nacimiento en 

200 infantes con enfermedad respiratoria, peso <2500 g. (82%) Y en infantes con 

peso <1000 g. fueron cultivos positivos y 41% fueron cultivos negativos. no 

encontrando asociación en el peso (>1000 g) de infantes infectados y con los de 

muy bajo peso y de infantes no infectados, aspectos demográficos y de otros 

factores de riesgo de EPC ,<37) 

Riles y colb. 1996'80) encontraron una incidencia alta 60% de EPC en el tracto 

respiratorio bajo por otra parte Jonsson el. al., (81) mostraron el desarrollo de EPC 

es frecuente la asociación por colonización de U. urealyticum, En un estudio 

reciente realizado por B. Jonsson reportó la colonización por U. urealyticum se 

relaciona con el incremento de inmadurez, ruptura prolongada de membranas 

signo de corioamnionitis y parto prematuro. Sin embargo es posible que el 
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desarrollo de ureaplasma genital fortalece la asociación casusa efecto en el 

pulmón.(82) 

Gracias a los progresos recientes se ha reducido la mortalidad neonatal por el 

desarrollo de EPC en un 15 a 30% con peso nacimiento de <1500 g. 

Estudios previos mencionan que la EPC y la colonización por Ureaplasma se 

correlacionan; de tal manera que el cuadro patológico corresponde a necrosis de 

los epitelios alveolares y bronquiales y reparación con metaplasia bronquial y 

fibrosis interticial. 

La incidencia de la EPC en infantes preténnino fue 9.3% similar a lo reportado 

por Horowitz et al, (43) y el desarrollo de la EPC fue 46(3 %), en infantes de peso 

bajo al nacimiento (';1,500 gramos) no ocurriendo en neonatos de peso >1,500 gr. 

Los análisis de estos resultados, en los infantes de muy bajo peso demostraron 

que tales neo natos colonizados por U . . urealyticum desarrollaron EPC, 

obteniendo una significancia de asociación de U. urealyticum con EPC y de muy 

bajo peso al nacimiento (MBPN). 

En otros estudios se ha reportado en infantes pretérmino de bajo peso al 

nacimiento se relaciona con problemas respiratorios tales como la displasia 

broncopulmonar no obstante el tratamiento mejora en los neonatos con EPC entre 

15 y 38%. En una revisión reciente hecha por Cassell el. al., la enfermedad por 

Ureaplasmas en infantes pretermino incluyó el metanálisis por Wang el. al. de 4 

estudios de cohorte, donde el incremento de riesgo fue significativo, U. 

urealyticum fue aislado del tracto respiratorio entre las 24 a 72 horas de 

nacimiento y peso menor a1250 g en infantes con EPC. Ellos especularon que U. 

urealyticum no fue causa de EPC, si no que la neumonia producida es el 

resultado por el incremento de requerimiento de oxigeno, y la EPC fue el resultado 

de la toxicidad del oxigeno.(37) 

O) SEPSIS NEONATAL 

Se ha reportado que U. urealyticum es aislado 5% en sangre de niños 

neonatales con enfermedad pulmonar neonatal.(38) Por consiguient~ se ha 

observado que ciertos factores asociados con la infección sanguinea por 
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ureaplasmas en neonatos de bajo peso al nacimiento ,;2.500 g, son mas 

susceptibles a desarrollar una infección sistémica que en niños a término con peso 

de 2500 g. Un estudio realizado por Casell, encontró 34 niños de aspirado 

traqueales. 19 cultivos positivos para U. urealyticum representando el 24% de 

cultivos en sangre por este microorganismo, en reportes adicionales se ha descrito 

el aislamiento de Ureaplasma en sangre de neonatos asociados con neumon ia(37) 

E) HIPERTENSION PULMONAR PERSISTENTE 

Waites et al.,138) En infantes recién nacidos describieron el aislamiento de U. 

urealyticum en sangre y en tracto respiratorio inferior (aspirado endotraqueal) y 

tejido pulmonar en asociación con neumonia e hipertención pulmonar persistente. 

Riles et al. (80) reportó un caso con neumonia Ureaplasmal fetal y sepsis en un 

infante recién nacido con hipertensión pulmonar persistente. La autopsia reveló la 

farmacion extensiva de la membrana hialina combinada con inflamación en ambos 

pulmones. 

8) SUSCEPTIBILIDAD Y RESISTENCIA A LOS ANTlMICROBIANOS 

Se ha venido estudiando la eficacia del tratamiento antibiótico en la prevención 

de pérdidas fetales que se reducen 47 a 96% mujeres tratadas con doxiciclina 

antes de la concepción y 20% mujeres con eritromicina durante el embarazo. 189) 

Se ha determinado que U. urealyticum es sensible solo con algunos 

antimicrobianos como las tetraciclinas y eritromicinas, en un estudio in vitro se ha 

demostrado su resistencia a betalaclámicos y aminoglucósidos(l1) Se piensa que 

la razón de la actividad menor de eritromicina a pH reducido es su mayor grado de 

ionización, dado que podria ser la causa directa de la actividad antimicrobiana. (16) 

Los ureaplasmas son susceptibles a la acción inhibitoria a los siguientes 

antibióticos en orden decreciente de efectividad. 

1.' Doxiciclina 

2.- Minoxiciclina 

7.- Cloranfenicol 

8.- Estreptomicina 
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3.- Tetraciclina 

4.- Eritromicina 

5.- Clorotetraciclina 

6.- Oxitetraciclina 

9.- Espectomicina 

10.- Espiromicina 

11.- Kanamicina 

12.- Gentamicina 

Se ha reportado que Ureaptasma es resistente a la penicilina y derivados 

sintéticos como la ampicilina; y otros antimicrobianos como sulfamida, rifampicina, 

cefaloridina y lincomicina. (90) 

9) DIAGNOSTICO 

A) CULTIVOS 

El cuHivo aún cuando es tardado sigue siendo de vital importancia en el 

diagnóstico de infecciones por Ureaplasmas. Para su aislamiento e identificación 

se emplea un medio liquido en combinación de un enriquecimiento y un medio 

sólido. Existen varios medios empleados para su crecimiento entre ellos se tienen 

al U9, U9B. E y actualmente se emplean el medio en caldol0B y el agar en placa 

diferencial A 7 Y AS 

- MEDIO STUART 

El medio Stuart es un medio de transporte para preservar la viabilidad de las 

bacterias durante su transporte sin que haya una mulliplicación de 

microorganismos. el tioglicolato de sodio se añade como un agente reduclor para 

mejorar la recuperación de bacterias anaerobias, la pequeña cantidad de agar 

provee una consistencia semi sólida para impedir la oxigenación durante el 

transporte. 

- MEDIO 10B 

Este es un medio de enriquecimiento en caldo usado para el cultivo de U. 

urealyticum y otros mico plasma genitales. este contiene urea al 10% para que los 
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ureplasmas metabolicen, produciendo amonio, incrementando de esta manera el 

pH pasando de ácido a básico, originándose el cambio de color en el medio de 

amarillo a rojo salmón(" 3) 

- MEDtO DE AGAR EN PLACA A8 

Es un medio diferencial para el aislamiento de U, urealyticum, generalmente se 

emplea el principio bioquimico directo de urea para la ureasa, adicionando urea y 

un indicador sensible al amonio, como el cloruro de calcio (CaCI,), este indicador 

produce un producto de reacción estable que es el óxido de calcio este se 

desarrolla dentro y sobre la superficie de las colonias impartiéndoles el color café 

, a la colonia. Las fomnas de micoplasma como Acholeplasma, Proteus y formas L 

no dan esta reacción(3) 

En un estudio realizado por el Dr. Ken B. 1992 mencionan que los cultivos en 

agar en placa con antibiótico deben incubarse a 37 oC con 5% de CO, y 95% de 

N,P') A un cuando el uso de incubadores de CO, no suele recomendarse para 

pruebas estandarizadas de susceptibilidad,('6) los Ureaplasmas son lo 

suficientemente capnofilicos que el incremento y obtención de un tamaño 

adecuado de colonias en agar justifica el uso de CO, para los aislados clinicos de 

bases reducidos;(12) ciertos aditivos en agar A8, como CaCI" son necesarios para 

la visualización adecuada de los microorganismos.(11) 

B) SEROLOGIA 

Los Ureplasmas que infectan al humano son antigénicamente distintos de otros 

Mycoplasmas; anteriormente 8 serotipos fueron propuestos por Black (1970-1973) 

y establecidos por pruebas serológicas comparativas empleando cuatro diferentes 

métodos serológicos: Inhibición metabólica, inhibición de crecimiento. 

inmunofluorescencia indirecta y hemaglutinación indirecta(93) 

Lynn en 1980; describió la presencia de lipoglicanos que son polisacáridos 

unidos covalentemente a lipidos, estos son importantes por su propiedad 

inmunogénica en la producción de IgM en algunos serovares principalmente 4. 6. 
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Para estudiar mejor el género por perfiles de proteinas y electroforesis se ha 

descrito un total de 14 serovares los cuales están separados en dos biotipos de 

acuerdo a la inhibición de crecimiento en caldo 10B con manganeso a una 

concentración de 1.0 M (biotipo 1 ó parvo biovar y biotipo 2 ó T960), el primero se 

conforma de los serovares 1, 3, 6 Y 14, Y los diez restantes se agrupan en el 

biotipo 2 T960, de los cuales la inhibición es permanente. 

Las cepas de Ureaplasma aislados de animales no están relacionadas 

antigénicamente con las cepas humanas, algunas cepas de origen anormal han 

sido aisladas de carnero, cabra, simio, perro y bovinos. 

Las pruebas serológicas empleadas para tipificar Ureaplasma urealyticum son 

diversas, siendo en la actualidad la prueba de EUSA, así como la fijación de 

complemento. (3) 

PRUEBAS EMPLEADAS EN LA SEROTIPIFICACION DE Ureaplasma 
urealyticum 

Inhibición metabólica 

Mycoplasmicida 

Inmuno fluorescencia indirecta (HF) 

Hemaglutinación indirecta (lA) 

Inmunoensayo enzimático (EUSA 

Inmunoperoxidasa Indirecta (IP) 

Inhibición Metabólica: La técnica consiste en crecer en una microplaca de 

EUSA a U. urealyticum con anticuerpos espécificos y títulos de inhibición del 

metabolismo, registrando el cambio primero de color de las diluciones del 

anticuerpo comparado con los pozos cOntroles del antígeno en los que únicamente 

se adicionó medio 10B en lugar de anticuerpo y células de U. urealyticum. 

Micoplasmicida: La técnica consiste en incubar a U. Urealyticum con 

micoplamicida (Solución Buffer-fosfato) en una microplaca de ELlSA durante una 

hora para eliminar a U. urealyticum y observar las diluciones con anticuerpos 

espedficos y observar el cambio de color en las diluciones del anticuerpo 
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comparado con el control en los que se tiene el medio con 'el crecimiento de U. 

urealytícum. 

Inmunoensayo enzimático (EL/SA): En esta técnica se utiliza una reacción 

enzimática como indicador de la interacción antigeno-anticuerpo. En la mayoria de 

los sistemas empleados. el componente de la reacción se une a una fase sólida 

(generalmente de poliestireno) y sobre él se fijan secuencialmente los demás 

componentes por una serie de reacciones antigeno-anticuerpo, Finalmente estas 

reacciones se ponen de manifiesto por una reacción enzima-sustrato. Ya que una 

sola molécula de enzima puede catalizar la conversión de un gran número de 

moléculas de susirqto. el uso de una enzima en un sistema de reacción puede 

aportar un potencial de gran amplificación de la reacción antígeno-anticuerpo que 

se busca. en este caso a U. urealytícum. 

Inmunofluorescencia Indirecta (IIF): Un anticuerpo primario sin marcar se 

pone de manifiesto por un anticuerpo secundario marcado dirigido contra la 

inmtD1oglobulina de la especie de la bacteria la cual el anticuerpo primario se 

prepara. Este método es muy sensible debido a que algunos anticuerpos 

secunarios pueden reaccionar con diferentes sitios antigénicos sobre el anticuerpo 

primario. 

Inmunoperoxidasa Indirecta (IP): Permite visualizar la reacción antigeno -

anticuerpo. para ello se hidratan los frotis con PBS. bloquear la peroxidasa 

endógena . lavar con PBS y bloquear con albúmina sérica, lavar nuevamente con 

PBS y colocar el anticuerpo primario e incubar en cámara húmeda. lavar con PBS 

y colocar el segundo anticuerpo anti-Ig de Ureaplasma e incubar a 37 oC. colocar 

el conjugado de estreptavidina-peroxidasa eincubar en cámara húmeda a 

temperatura ambiente. lavar con PBS y adicionar el cromógeno-substrato ami no-

9- eIiI carbazol-peróxido de hidrógeno e incubar. lavar y contrastar con 

hematoxilina de Hams por último lavar y montar en gelatina. el sitio de reacción 

antigeno-anticuerpo debe de observarse una coloración roja, 
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C) REACCION EN CADENA DE LA POLlMERASA PCR 

La PCR es un método de diagnóstico rápido y preciso para las infecciones 

producidas por ureaplasmas. Recientemente su metodologia se basa en la 

amplificación al azar de fragmentos de DNA reorganizados por primers cortos de 

secuencia arbitraria. para caracterizar las especies de U. urealytieum. 

-FUNDAMENTO 

Es un proceso bioquímico in vitro, mediante el cual las cadenas individuales de 

DNA blanco son duplicadas por el DNA polimerasa en cada uno de los ciclos 

(generalmente entre los 20 y 30) que integran la reacción, al final de cada uno de 

los cuales las nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma enzima. 

logrando una producción exponencial de millones de copias del gen o segmento 

de DNA especifico sometido al proceso. 

Este proceso fue ideado Karry B. Mullis en 1985, en ese mismo año la PCR fue 

perfeccionada por otros investigadores y se aplicó exitosamente en el diagnóstico 

clinico de la anemia de células falciformes. 

Los primeros ensayos de la PCR se realizaron en forma manual. utilizando para 

la amplificación al fragmento Klenow del ONA polimerasa de la bacteria 

Eseheriehia eoli. así como varios baños de agua para las diferentes 

temperaturas. Más tarde se descubrió al ONA polimerasa termoestable, la Taq 

polimerasa aislada a partir de la bacteria Thermus aquatieus. que habita en 

aguas termales, y la introducción de termocicladores automatizados. permitieron 

simplificar la tediosa tarea, haciendo posible la popularización de esta 

metodologia. (94) 

Se ha reportado un número diverso de estudios limitados a la aplicación de PCR 

para la detección de U. urealytieum de especímenes clinicos (aspirados 

traqueales de recién nacidos prematuros) obteniendose una muy buena 

sensibilidad en esta técnica. comparado con el empleo de cultivos.(7.101) 

Los productos relacionados a la detección metodologica de PCR se incluyen los 

siguientes aspectos: Minimizar y controlar la presencia de componentes 

inhibltorios en el proceso, estricta precaución de adherencia. minimizando la 
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contaminación y establecer la reelevancia de incremento de sensibilidad en las 

pruebas enreladón a la enfermedad c1inica. 

En la PCR UM-1 define al fragmento de DNA ascendente de 1S0 bp. En el gen 

del antigeno multibandeado del cOdón principal y una posición de 2S3 bp. Dentro 

de la secuencia de codificación del serovar 3 usando estos primers, los 14 

serovares de diferentes, más los 20 caracterizados de los aislados invasivos. se 

tiene el gen del antigeno multibandeado. La cuál la PCR UM-1 los organismos de 

diferentes biovares produce distintos productos de PCR, permitiendo la 

diferienciación entre estos dos. La PCR se ha documentado la sensibilidad de 

amplificación de conocer los fragmentos de DNA. El uso del gen de la ureasa y la 

secuencias de los primers en la detección de U, urealyticum de especimenes 

clinicos se tienen bien reportados.!'o,) 

Recientemente se ha clonado y secuenciado el gen del antígeno multibandeado 

de la cepa de U, urealyticum, (103) Este antigeno predominantemente es 

reconocido en pacientes infectados por U, urealyticum. El análisis de secuencia 

de nucléotido del antigeno multebandeado contiene una señal peptido y un sitio en 

la región N- terminal a la vez que la región C- terminal se compone de un múltiplo 

de 6 aminoácidos (codificado por 18 nucleotidos), repeticiones, la cual contiene 

epitopes del serovar- específico. En contraste la región de repetición, en la 

secuenciación del análisis de PCR de los nucleotidos difiere del antigeno 

multebandeado del serovar 3 y de las variantes de magnitud sugestionadas en la 

región S' del serovar 3, los primers empleados para las regiones de U, 

urealyticum son el UMS-125 secuencia (S'-GTA TTT GCA ATC TTT ATA TGT 

TTI CG-3'Y UMA-226 antisecuencia (S'-CAG CTG ATG TAA GTG CAG CAT TAA 

A TI C -3), estos oligonucleotidos fueron descritos por Ten L. J. el. al.(101) 

- DNA Blanco 

La PCR es tan sensible que solo basta una sola molécula de DNA para su 

amplificación, genes de una sola copia en el genoma pueden ser fácilmente 

amplificados. La concentración del DNA blanco en la reacción depende de la 
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fuente utilizada e idealmente se requieren aproximadamente de 10' copias de 

DNA blanco, esto es de 300 ng a 1 ~g de DNA del genoma humano. 

En el caso del uso de genes clonados en plásmido, de 25 a lOng. de su DNA 

son más que suficientes. Alternativamente, cantidades menores de DNA puede 

emplearse en la amplificación de genes que existen en varias copias en el DNA 

plantilla, o mayores cantidades cuando se utiliza el mismo par de oligonucléotidos 

para amplificar varios genes pertenecientes a una misma familia. 

- ENZIMA DNA POLlMERASA Taq 

Una de las enzimas de DNA polimerasa termoestable empleadas actualmente 

para la PCR, es el DNA poflmerasa taq, debido a su facilidad de estandarización y 

bajo costo. Esta enzima tiene actividad de DNA polimerasa, de exonucleasa de S' 

a 3' su indice de error de incorporación es de 1 en 4xl0' bases. La polimerasa 

lermoeslable de alta fidelidad ha surgido entre las innovaciones enzimáticas 

recientes tienden a aumentar la fidelidad de la reacción, destaca la introducción de 

enzimas y fragmentos de DNA polimerasa con menor indice de error de 

incorporación; por ejemplo el DNA VENT, aislada de la bacteria Thermococcus 

litorales, y el fragmento Stoffel (derivado de la DNA polimerasa taq), esto poseen 

indices de error bajos de lx 10,7 . 

Enlre las ventajas logradas al utilizar las nuevas DNA polimerasas termoestables 

fueron el aumento de la fidelidad en la incorporación de nucleótidos y el 

incremento en la longitud de los segmentos amplificados. En las primeras 

reacciones los productos no alcanzaban longitudes mayores de 400 nucleótidos, 

actualmente es posible amplificar productos hasta 10,000 nucleólidos. 

- MAGNESIO Y DNTP'S 

Es importante considerar la concenlración de iones magnesio en la PCR para la 

especificidad de la reacción. Si hablamos de concentraciones muy altas conducen 

a una baja especificidad, mientras que las concentraciones minimas necesarias 

disminuyen el indice de incorporaciones erróneas de nucleótidos, por lo que se 

recomienda optimizar la concentración de MgCl, en cada reacción. Para una 
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reacción estándar se recomienda utilizar una concentración final entre 0.5 y 2.5 

mM. Si se disminuye demasiada concentración de MgCI2 la actividad de la enzima 

decae al grado de que algunas veces la amplificación es nula. Al igual que el 

MgCI2, las concentraciones minimas necesarias de dNTP'S disminuyen el indice 

de incorporaciones erróneas de nucleótidos, mientras que concentraciones muy 

altas disminuyen la especificidad de la reacción, por lo que la concentración de 

dNTP'S debe optimarse. Concentraciones entre 20 y 200~M proporcionan 

resultados óptimos, debiéndose igualar la concentración de cada uno de los cuatro 

dNTP'S en concentraciones equimolares. 

- DNA Ladder 123 bp. 

El DNA ladder de 123 bp (U.S. Patent No. 4,403,06) es la de determinar la doble 

cadena de DNA de 123 a 3075 pares de base. Esta consiste de una serie de 

fragmentos que corren en gel de agarosa al 1.5 a 2% desde la banda 123 a 4182 

pares de bases. Sobre las 25 bandas separadas son visualizadas después del 

teñimiento con bromuro de etidio. 

La electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con buffer de corrimiento Tris­

acetato (pH 7.6) el azul de bromofenol migra justo a tras de la banda 492 pb. El 

azul de bromofenol migra justo atrás de la banda 123 pb con buffer de 

corrimientode en geles de poliacrilamida al 4% con Tris borato (pH 8.0) 

La banda mayor a 246 pb aparesen dobles en geles de poliacrilamida. Debajo 

de la banda doble es menos intensa que la banda superior. 

- CICLOS 

Teóricamente se' sabe que en condiciones óptimas el nivel de amplificación del 

DNA en la PCR aumenta en forma exponencial con cada ciclo; sin embargo, en la 

práctica, después de determinado número de ciclos, la amplificación se detiene 

gradualmente. Entra primero una fase lineal y luego una estacionaria, denominada 

fase de "meseta" siendo esta debido al agotamiento de la actividad enzimática y a 

la insuficiencia para llevar a cabo la extensión del número masivo del complejo 

DNA blanco-oligonucleótido, presentes en los ciclos que anteceden a este 
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fenómeno. Esto se evita al aumentar el tiempo de extensión en los últimos ciclos 

de la reacción o la cantidad de la enzima, aunque es recomendable ajustar el 

número de ciclos de tal manera que la amplifiC<lciÓn se realice al obtenerse niveles 

máximos de amplificación en una reacción de comportamiento lineal. El número de 

ciclos promedio oscila entre 20 y 30, dependiendo de la cantidad DNA inicial. 

Las temperaturas de desnaturalización (92 a 98 oC) y extensión (70 a 74 OC) son 

generalmente estándares para todas las reacciones. La temperatura que tiene el 

efecto más critico en la especificidad es el alineamiento, la cual esta determinada 

principalmente por la temperatura media de fusión (Tm) de los oligonucleótidos. 

- TEMPERA TURA DE AUNEAMIENTO 

Los oligonucleótidos se aparean a la temperatura de alineamiento por 

complementaridad al DNA blanco. El alto grado de complementaridad entre las 

bases nitrogenadas de los oligonucleótidos y del DNA blanco permiten utilizar 

altas temperaturas de alineamiento que pueden ser menor a la Tm calculada y 

debe ser estandarizada para permitir el alineamiento de los oligonucleótidos con 

secuencias de los diferentes genes, pero no deben utilizarse temperaturas de 

alineamiento demasiado bajas, pues originarian inespecificidad en la 

amplificación; es decir cuando la temperatura de alineamiento es muy baja existe 

mayor probabilidad de que los oligonucleótido se apareen a regiones no 

especificas del DNA blanco y pueden ser también extendidos, toda vez que la Taq 

potimerasa posee actividad aún a bajas temperaturas. Utilizando temperaturas de 

hibridación entre 55 a 65 Oc se reducen gradualmente los sucesos de 

apareamiento inespecifico. Para determinar la temperatura óptima de alineamiento 

para un par de oligonucteátidos dado que pueden utilizarse varias fórmulas 

empiricas; una es adicionando 2 Oc por cada A y T presentes en el 

oligonucieótido, y 4 Oc por cada G y C y restando 5 Oc del resultado. 

39 



- PROBLEMAS DE CONTAMINACION 

Debido a la alta sensibilidad de la PCR, los problemas de contaminación con 

DNA diferente al que se requiere analizar, y con productos de amplificaciones 

anteriores, pueden ocasionar problemas si no se extreman las precauciones del 

montaje de la reacción. La contaminación por ácidos nucleicos se deben a clonas 

de plásmidos con los que rutinaria mente se trabaja en el laboratorio. estan 

presentes contaminantes en cantidades relativamente grandes (respecto a las 

moléculas sustrato para la PCR) en el equipo de materiales y reactivos. 

Otra fuente de contaminación en el laboratorio es la acumulación de productos 

PCR producida por amplificaciones repetidas de la misma secuencia blanco. Esta 

contaminación es nociva y desa fortunadamente es probable que ocurra por el 

gran número de moléculas que son producidas en una reacción estándar. cada 

reacción de PCR pueden contener hasta 10" copias de producto amplificado. por 

lo tanto aún la más pequeña gota de aerosol (10-<;¡t1) podria contener más de 10' 

blancos potenciales. 

Para el montaje de la PCR se debe de contar con área especial restringida 

separada de las áreas donde se extrae el DNA, donde se preparan y dividen las 

alicuotas de los reactivas, se debe de prevenir la presencia de aerosoles y por 

consiguiente se debe de incluir un testigo positivo y negativo, principalmente en 

las reacciones con fines de diagnóstico. 

PROGRESOS 

El uso de la enzima DNA polimerasa termoestable Taq permite el desarrollo del 

termociclador automatizado, dicho de otra manera una máquina programable que 

permite llevar acabo la reacción en un solo tubo, en tiempos muy cortos. Estas 

modificaciones simplifican la metodologia e incrementan la especificidad de la 

reacción. 

O) TRATAMIENTO 

Actualmente no se tienen registrados estudios relacionados con la eficacia de 

antibióticos en enfermedades causadas por U. urealyticum. En pruebas 
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realizadas in vitro la eritromicina aparentemente es el antibiótico de preferencia, 

pero aun no se han tenido resultados contundentes debido a la falta de cepas 

resistentes de U. urealyticum de aislados en neonatos; asi mismo la dioxiciclina 

es usada en las infecciones en liquido cefalorraquideo. 

Reportes recientes confirman la eficacia de eritromicina en neonatos por U. 

urealyticum asociado con enfermedad pulmonar, pero permanece aún en 

contradicción. En algunos de estos reportes la terapia se inicia después del cultivo 

positivo para U. uralyticum, mientras que en otros la terapia es iniciada después 

del desarrollo de EPC o DBP. 

En el tratamiento para Ureaplasmas no son eficaces los B-Iactámicos, ni 

sulfamidas, sin embargo, son susceptibles a los <lntibióticos que infieren en la 

sintesis de proteinas como tetraciclinas y macrólidos. algunos aminoglicósidos o 

cloranfenicol. Se ha observado también que el clorafenicol es un medicamento 

tóxico para la médula ósea por lo que no es usado en la medicina neonatal. Las 

tetraciclinas son más conocidas que otras clases de antibióticos con respecto a la 

susceptibilidad para U. urealyticum, resistencia y respuesta al tratamiento. 

La mayoria de los estudios in vitro apoyan la selección de la eritromicina como 

antibiótico de elección para infecciones pediátricas por U. urealyticum que no 

involucran liquido cefalorraquideo, ya que el uso de eritromicina como antibiótico 

en neonatos ha recibido poca atención. (91) 

La administración intravenosa de eritromicina presenta buena presentación en 

tejido incluyendo pulmón. El tratamiento a tiempo reduce la mortalidad y 

morbilidad en los neonatos, especialmente en infantes de muy bajo peso al nacer, 

es por ello la importancia en el diagnóstico oportuno de U. urealyticum. (91.92) 

JUSTIFICACION 

Debido a que U. urealyticum causa enfermedades severas en los niños recién 

nacidos como septicemia, meningitis y neumonia: se determinó el papel de 

infección en los recién nacidos prematuros y a término por lo que se da la 

búsqueda de una técnica sensible, especifica y rápida como la PCR es de gran 

importancia para el diagnóstico y el tratamiento oportuno. 
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HIPOTESIS 

Ureaplasma urealyticum se identifica con más precisión por medio de la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) que los medios de cultivo 108 y agar 

en placa AS. 

La frecuencia de U. urealyticum identificados por PCR es mayor a la reportada 

mediantes otros medios de identificación el los aspirado traqueal de recién nacidos 

prematuros de un 15%. 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar la frecuencia de colonización de Ureaplasma urealyticum en el 

tracto respiratorio de neonatos prematuros mediante cultivo (caldo 108 y agar en 

placa AS) y Reacción en Cadena de la Polimerasa PCR, que se atiendieron en el 

hospital de Gjnecobstetricia del Centro Médico Nacional la Raza IMSS. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

-Estándarizar el método microbiológico para medio de transporte, aislamiento e 

identificación de Ureaplasma urealyticum, 

-Determinar la frecuencia de aislamiento de Ureaplasma urealyticum de 

aspirados traquéales de neonatos prematuros empleando medios de cultivos 

especiales para la recuperación de cepas, en caldo 108 Y agar diferencial AS. 

-Implementar y estandarizar la técnica de PCR (Reacción en cadena de la 

polimerasa), para el diagnóstico clinico para identificar Ureaplasma urealyticum. 
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IV METODOLOGIA 

A) DISEÑO EXPERIMENTAL 

Observacional, Prospectivo y comparativo. 

S) POSLACION: 

En el presente estudio se incluyeron 72 (Grupo 1) muestras clínicas de aspirados 

traquéales de recién nacidos prematuros del hospital de Ginecobstetricia del CMN 

la Raza IMSS y 63 (grupo 11) aspirados bronquiales por esputo inducido de recién 

nacidos a término y 7B (Grupolll) muestras lactantes ingresados en el Hospital de 

Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS. 

C) TIPO DE MUESTRA: 

Aspirados traqueales 

D) CRITERIOS DE INCLUSION: 

Neonatos prematuros con peso al nacimiento C,,550 gr.) 

Edad de 1 a 7 di as 

Edad de 24 a 34 semanas de gestación 

Intubados 

< a 12 hrs. de intubación 

.Nota: los criterios antes mencionados no se tomaron en cuenta para los recién 

nacidos a termino y neonatos lactantes del hospital de Pediatria del Centro Médico 

Nacional Siglo XXI. 

E) CRITERIOS DE EXCLUSION: 

Neonatos prematuros extubados 

Neonatos prematuros con alguna otra enfermedad como pulmonar congénita ó 

cardiaca. 



F) VARIABLES: 

a) INDEPENDIENTE: 

Metodologia empleada en la técnica de cultivo y PCR, asi como los factores 

asociados a colonización como son la edad. peso. sexo. edad gestacional. via de 

nacimiento y antecedentes de ruptura prematura de membranas. 

b) DEPENDIENTE: 

Aislamiento de Ureaplasma urealyticum. 

G) POBLACION DE ESTUDIO 

Durante el periodo de 1997 a 1998. se incluyeron 72 aspirados traquéales de 

recién nacidos prematuros ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos 

Neonatales (UCIN) del Hospital de Gineco Obstetricia del Centro Medico Nacional 

la Raza (CMNR IMSS). con peso al nacimiento ~ 550 g Y ,; 2500 g. edad de 1 a 7 

dias de haber nacido. edad gestácional de 24 a 34 semanas y ,; de12 horas de 

intubación; sólo se excluyeron aquellos neonatos prematuros extubados, con 

alguna otra enfermedad como pulmonar congénita o cardiaca y con dalas clínicos 

de sospecha de colonización por U. urealyticum y otras bacterias relacionadas 

con enfermedad en el tracto respiratorio. Además se incluyeron 141 aspirados 

bronquiales. 63 de ellos fueron recién nacidos a termino y 78 lactantes in gresados 

en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCIN). de Neumologia y Neonatologia del 

Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI. con datos clínicos de 

sospecha de neumonia y displasia broncopulmunar. 

H) COLECTA DE MUESTRAS CLlNICAS 

Para la obtención de la muestra se introdujo la cánula en el tubo endotraqueal, 

en el extremo de esta se colocó una jeringa con 1 mi de solución salina isotónica 

no bacteriostática. posteriormente se le aplicó presión positiva con el objeto de 

aspirar al final con la misma jeringa. (95) Los aspirados traqueales fueron tomados 

dentro de las primeras 12 horas de intubación del recién nacido (O horas) y a las. 

48 horas. 96 horas y 10 dias si el niño persistía intubado. 

44 



1) TRASPORTE DE LAS MUESTRAS 

Debido a que los ureaplasmas son extremadamente susceptibles a las 

condiciones ambientales adversas especialmente a la sequedad. los cambios 

osmóticos y a los métabolitos tóxicos, se debe tener especial cuidado y no 

exponer las muestras a extremas fluctuaciones ambientales. Para esto se agregó 

O.lml de la muestra del aspirado endotraqueal en 900 ~I del caldo 108 y 0.2 mi en 

el medio Stuart para el aislamiento de otras bacterias relacionadas con problemas 

respiratorios, los medios se mantuvieron a baja temperatura (hielo seco) durante 

su transporte(3.15. 96) al laboratorio de la Unidad de Investigación Médica de 

Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pedia\ria del Centro 

Médico Nacional Siglo XXI (UIMEIP CMNS XXI). 

J) PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS EN CUL TIVOS 

a)-MEDIO STUART 

Mediante un isopo estéril se tomó un isopado de muestra del medio Stuart y se 

inoculó en los medios Gelosa Sangre, Chocolate, agar MacKonkey y Muller 

Hinton, mediante una asa estéril se estriaron para luego ser incubadas a 37 oC, 

(Gelosa sangre se incubó a estufa de CO,), después de 24 horas fueron revisadas 

para verificar el crecimiento por morfologia colonial; y aislar a las bacterias que 

pudieran estar relacionadas con el agente etiológico en la insuficiencia respiratoria 

y se identificaron mediante pruebas bioquímicas (TSI; Fenil alanina, Citrato 

simmons, MIO, Indol, Ornitina, Lisina, Malonato, Urea, Rojo de metilo, Vogues 

Postkawer) Oxidasa, Catalasa, Coagulasa y frotis para tinción Gram positivas o 

negativas. 

b)-MEDIO CALDO 10B Y AGAR EN PLACA AS 

Las muestras clinicas del caldo 108(1. 3) (se mezclaron perfectamente y en 

condiciones de esterilidad se tomaron 400 ~I Y sé alicuotaron en tubos ependorff 

para guardarlos a -70 Oc para su posterior procesmiento para PCR y 100 ~I se 

inocularon en 900 ~I del caldo 10B, de este se volvieron a tomar 1 00 ~I Y se 
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volvieron a inocular en 900 ~I en caldo 108 para después realizar una serie de 5 

diluciones, posteriormente en placas de agar diferencial A8Il
,3) se dividieron en 6 

secciones y se tomaron 20 ~I de cada dilución y se inocularon en cada uno de los 

cuadrantes correspondientes a cada dilución, se dejó que se reabsorbieran por 5 a 

10 minutos a temperatura ambiente y se sellaron con papel parafilm, después se 

incubaron a 37 Oc a condiciones de microaerofilia, en jarra para anaerobiosis, 

colocando un vaso de precipitado con 20 mi de agua estéril y el caldo 108 se 

incubó a 37 Oc por el mismo tiempo que las placas A8. Después de las 48 horas 

se revisaron los medios de cultivo caldo 108, observándose en los positivos el vire 

del indicador de amarillo a rojo ámbar transparente;(figura 4) en caso de ser turbio 

el medio, se filtró con membrana de poro 0.45 ~ Y se tomaron 100 ~I Y se 

inocularon en 900 ~I del medio 108. 

Debido a que existen microorganismos capaces de degradar la urea como 

algunos estafilococos, proteus y formas L se verificó el desarrollo de colonias de 

ureaplasmas en el medio A8, con ayuda de un microscopio estereoscópico se 

observó la morfología colonial caracteristica de U. urealyticum que son colonias 

redondas pleomorficas identificadas por un color café o café obscuro, a 

iluminación directa (figura 5), esto es debido al metabolismo de la urea en 

presencia del indicador cloruro de calcio (CaCI,).I'I Se estuvieron vigilando los 

cultívos durante un periodo de 1 a 14 días, después de este plazo se descartaron 

los cultivos, este procedimiento se realizó de la misma manera para las muestras 

clinicas tomadas después de 48, 96 horas y décimo dia. En los cultivos donde no 

hubo cambio de vire del medio 108, ni desarrollo de colonias en el medio en placa 

de agar A8 se consideraron como negativos; los cultivos se descartaron después 

de 15 dias. 
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Fgura 4. Cultivo de U. urealyticum en Caldo 106, tubo 1 control negativo de color amarillo claro, 

tubo 2 después de 24 horas de color rojo claro y tubo 3 después de 48 horas de color ámbar de 

incubaci6n a 37 oC, el cual no se observa ninguna turbidez. 

) 

Figura 5. Colonia de U urealyticum en agar en placa AS observada a miausco~a ~ inmuno 

fluorescencia a 4OX. Forma redonda de color café claro de la colonia embebida en ei agar después 

de 48 horas de incubaci6n en CO2 a 37 oC. I 
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K) PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA LA TECNICA DE REACCION 
EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCRl 

al EXTRACCION DE DNA. 

Para la extracción del DNA se descongelaron las muestras clínicas del medio 

10B (400 ~I) durante 7 minutos, posteriormente se centrifugaron a 14000 r.p.m. a 

menos 4 Oc durante 30 minutos una vez cumplido el tiempo en condiciones de 

esterilidad (en campana de flujo) se descartaron los sobrenadantes y se 

rescataron las pellet o pastillas estas fueron resuspendidas con 100111 de 

proteinasa K, se incubaron a 57 Oc durante 1 hora y 96 Oc durante 10 minutos. 

a) MEZCLA MAESTRA 

Para la realización de la mezcla maestra se trabajó en un área especial 

restringida, todo el material empleado fue estéril (micropipetas, tubos ependorff, 

puntas con filtro) antes de llevar acabo la mezcla maestra se puso la campana de 

flujo a luz ultravioleta (UV) durante 5 minutos con el fin de evitar cualquier 

contaminación en la reacción, los reactivos de PCR se mantuvieron en hielo 

durante el procesamiento de la técnica con el fin de evitar cualquier inactivación de 

los reactivos. 

La mezcla maestra incluyó loS siguientes reactivos por muestra a un volumen 

de45~1 

BASE 

H,O 

Gelatina 

Buffer PCR 

DNTP'S 

Primer 1 

Primer 2 

Taq polimerasa 

MUESTRA POR REACCION (VOL. ~I) 

28.8 

5 

5 

4 

1 

0.2 

Aceite mineral 1 gota 

Es i~portante que los reactivos una vez descongelados a -70 Oc se mantengan 

a hielo debido a que son muy sensibles a temperatura ambiente, se recomienda 
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que una vez agregada la enzima Taq polimerasa se procese lo más pronlo posible 

debido a que se desnaturaliza a temperatura ambiente. 

Fuera del area especial se agregaron 5 ~I de la muestras clinicas (DNA 

extraido), 5 ~I del control positivo del sera var 3 y 5 ~I del control negativo de agua 

estéril para un volumen final de 50 ~I para la reacción de PCR; después de esto se 

procesaron en el termociclador durante 35 ciclos. 

Cada uno de los ciclos de la reacción consta de tres pasos determinados por 

temperaturas y tiempos especificos que acontinuación se mencionan: 

1) Desnaturalización (94 Oc a 20 segundos), en el cual se van a separar o 

desnaturalizar las dos cadenas complementarias del DNA. 

2) Alineamiento (57 Oc a 1 minuto), en este proceso se realiza el apareamiento 

especifico entre los iniciadores (oligonucleótidos, UMS-125 y UMA-226) y las 

cadenas simples del segmento del DNA desnaturalizado. 

3) Extensión (72 Oc a 1 minuto el DNA polimerasa extiende la longitud de los 

iniciadores apareados al DNA, al ir polimerizando los desoxinucleótidos libres, 

resultando en nuevas cadenas complementarias a las dos cadenas sencillas 

presentes al inicio de la reacción. 

4) El ciclo siguiente se inicia en el mismo tubo, con los mismos componentes de 

la mezcla de reacción, pero ahora contienen doble cadena sencilla de DNA que 

el anterior y finaliza convirtiendo éstas en cadenas dobles. 

5) Extensión final (72 Oc durante 5 minutos); con la sucesión de ciclos se logra 

una sintesis exponencial del DNA, cuyo tamaño se define desde los primeros 

ciclos de la reacción, obteniéndose un total de 35 ciclos. 

6) Mantener a 4 Oc 

L) CORRIMIENTO DE LOS PRODUCTOS DE PCR EN AGAROSA AL 2 % 

Para la preparación de la agarosa al 2% se pesó 1 gr. de agarosa y se disolvió 

en 50 mi de Buffer TBE de corrimiento 1 X a temperatura de ebullición durante 2 

minutos, se dejó enfriar durante 7 minutos y se hizo el vaciado en la cámara de 

electroforésis (previamente ya preparada con el peine y los selladores), se dejó a 
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gelificar durante 5 minutos y por consiguiente se agregó el buffer de corrimiento de 

1 X hasta cubrir la placa del gel. 

a) PREPARACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR 

Se tomaron 20 I.d de las muestras de reacción (muestras clínicas, control 

positivo, control negativo) y se disolvieron con 5 Id de colorante de buffer de carga, 

posteriormente se cargaron 20 Id de cada una de las muestras, marcador, control 

positivo y negativo; estas fueron corridas a un voltaje de 140 volts. durante 35 

minutos. Por último se teñió con bromuro de etidio en agitación constante durante 

10 minutos y se enjuagó con agua destilada para quitar el exceso de bromuro de 

etidio y se analizó el gel de corrimiento en luz UV. 

M) PCR CONTROLES INTERNOS 

El objetivo de corrimiento de PCR de muestras clínicas con control interno fue 

determinar la presencia de inhibidores, para ello se agregaron 5 1'1 del control 

interno a las muestras clínicas y se procedió a realizar la PCR, corrimiento en el 

gel de los productos y el destiñimiento como ya se mencionó anteriormente, una 

vez realizado esto se procedió analizar el gel a luz UV las muestras que no 

amplificaron la banda del control interno se les procedió a realizar la purificación 

del DNA por considerarse la posible presencia de inhibido res 

N) PURIFICACION DEL DNA 

Las muestras con buffer de proteínasa K, fueron incubadas a -70 Oc por 10 

minutos y se les adiciono 105 1'1 de etanol al 96 - 100%, Y se mezclaron, 

consecutivamente, se les colocó en una columna de colección y se les centrifugó a 

8000 r.p.m.lpor 1 minuto, posteriormente las columnas se colocaron en un tubo 

limpio de colección de 2 mi y se descartaron los tubos que contenian el filtrado, se 

les adicionó 500 1'1 de buffer AW, y nuevamente se les centrifugo a 8000 rpmJl 

minuto, y se descartó el filtrado, colocando las columnas en un tubo limpio de 

colección de 2 mi, y se volvió a centrifugar a la misma velocidad y tiempo anterior 

y finalmente en un tiempo de 2 minutos a velocidad total, se colocaron las 
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columnas en tubos de microcentrifuga y se descartaron los tubos de colección que 

contenian el filtrado. se abrieron las columnas y se eludió el ONA con 200 III de 

tris 10 mM a pH 9.0 precalentado a 70 Oc por 5 minutos por último se descartaron 

las columnas de colección y se procedió a realizar nuevamente el proceso de la 

reacción en cadena de la polimerasa ya antes mencionada. 
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Ñ) PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

Aspirado Traqueal y Bronquial 

0.1 mi 

Caldo 10B 
900 ~I 

lO' 102 103 10' 105 

r 

0.1 mi 

900 ~I 900 ~I 900 ~I 900 ~I 900 ~I Inoculación en GS, GC, MC y MH. 
Inoculación en caldo 10B 100 ~I Y 
realizar 5 diluciones e incubar a 37 C, 
durante 15 dias . ¡ 

k d 
1 

Inoculación en agar en placa AS 20 ~I 
correspondiente a cad dilución 

.. 
Incubación a 37.C 

Vire del medio de amarillo a rojo ámbar 

Identificación y aislamiento de 
colonias 

cubación en C02- Identificación 
de colonias. 

Figura 6. Diagrama del aislamiento de U. urealyticum en aspirados traqueobronquiales de recién 
nacidos pretérmino, a término y lactantes en caldo 106, agar en placa AS y Sluart. 
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Ñ) PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

Extracción del DNA I 
+ I Centrifugación a 14000 'J'ffi I 30 

min.a4l)C I 
I Resunpender la pellet con I 00 ~I de proteinasa K e 

incubación a 60 °0 1 hora v a 94 Oc 110 mino I 
~ 

+ + 
Muestra clínica d prol. L Mezda maestra 45,.11 por reacción y 
K I -- 5~1 de muestra de DNA 

+ ~ Incubar a 70 °C/I O 

J minutos PCR Corrimiento en eltennociclador 35 I .. ciclos 

Colocar el centrifugado en i un tubo limpio y 
centrifugar a 8000rpm/l Teñir con bromuro de etidio en agitación 
mino y a 2 mino a velocidad I Purificación I durante 10 minutos y desteñir con agua 
total delONA destilada 

• ~ 
Adicionar 105~1 de 

Corrimiento en gel de agarosa al 2% a 140 etanol y centrifugar a 
8000 rpm/1 mino volts durante 35 minutos 

+ i 
Adicionar 500,.11 de buffer Observar en el procesador de imágenes a luz 
AW y centrifugar a 8000 uttravioleta (UV) 
rpml1 mino 

+ 
Eluir el ONA con 200JlI de 
tris 10 mM a pH 9.0 
precalentado a 70 oC/S mino 
y centrifugar a 8000 rpm/1 

1 

Figura 7 diagrama del procesamiento del DNA las muestras de aspirados IraQuéales de recién 
nacidos prematuros para la Reacción en Cadena de la Polímerasa. 
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V RESULTADOS 

En el presente trabajo se estudiaron tres grupos de pacientes, grupo I Recién 

nacidos pretérmino, grupo 11 recién nacido a término y grupo 111 niños lactantes. 

Del total de los 72 casos del grupo I estudiados 29(40.27%), correspondieron al 

sexo femenino y 16(22.22%) al sexo masculino y 27 sin registros de sexo, 

detectándose tres casos femeninos y cuatro masculinos colonizados por U. 

urealyticum, sin que se observaran diferencias significativas (P=0.70),. De los 63 

recién nacidos a término, se registraron 24(38%) del sexo femenino y 39(61.9Ó%) 

del sexo masculino, identificándose 5 casos masculinos y 5 femeninos colonizados 

por U. urealyticum, sin que se observaran diferencias significativas (P= 0.39): y 

de los 78 niños lactantes, 43(55.12%) correspondieron al sexo femenino y 

35(44.87%) al sexo masculino, se identificaron 2 pacientes del sexo femenino y 

uno masculino colonizados por U. urealyticum tabla 1. 

Con respecto a la edad y peso: en los recién nacidos pretérmino s610 se obtuvo 

la edad en 41(56,94%) y su peso se registró únicamente en 42(58.3%). En este 

grupo U urealyticum colonizó a 7 recién nacidos pretérmino que tuvieron una 

edad promedio de 1.4(1-3) dias y un peso promedio de 1228.5(625-2058) gramos: 

y 38 casos fueron negativos no hubo diferencia significativa tabla 3. 

En los recién nacidos a término la edad se obtuvo en los 63 (100%) Y sólo se 

registraron 57 con peso (90.47%); de ellos 10 fueron colonizados por U. 

urealyticum que tuvieron una edad media de 8.21(1-25) días y peso promedio de 

2382 (600-3890)' gramos y 53 fueron negativos; no se observó diferencia 

significativa; y de los lactantes, se registraron 78 con edad (100%) Y 33 con 

regislro de peso (42.30%) s610 3 casos fueron colonizados por U. urealyticum 

que tuvieron una edad promedio de 7.5(1-28) meses y peso promedio de 

4800(2120-8452) gramos y 75 casos fueron negativos tabla 1. 

Con lo referente al método de identificación; de las 72 muestras clínicas de 

aspirados traqueales de recién nacidos prematuros se identificaron 6(8.33%) 



cepas de U. urea/yticum tanto en caldo 109 como en placa A8. de ellas se 

detectaron tres cultivos a las O horas. dos a las 24 y 48 horas y uno a las 96 horas. 

Por PCR hubo 7(9.7%) muestras positivas. Tabla 2 y Figura 8. 

Otros microorganismos aislados en los 72 cultivos del grupo I (recién nacidos 

prematuros) se obtuvieron 6(8.3%) S. epidermidis y una cepa de Aeinetobacter 

sp., S. viridans y Pseudomona sp.: U. urea/yticum y S. epidermidis fueron los 

mas frecuentemente aislados, obteniéndose sólo 4 cepas puras y dos asociadas 

con S. epidermidis tabla 3. 

En el grupo 11 de recién nacidos a término; de las 63 muestras clínicas de 

aspirados bronquiales 10(15.8%) fueron positivas a U. urea/yticum en caldo 109, 

agar A8 y PCR. De los 78 lactantes del grupo 111 sé identificaron 3(3.8%) cultivos 

positivos a U. urea/yticum en caldo 109, agar A8 y PCR positivos figura 8. La 

frecuencia de otros microorganismos aislados en el grupo de los recién nacidos a 

término de los 63 cultivos fueron 5(7.9%) cepas de S. viridans, 3(4.7%) cepas S. 

epidermidis y Aeinetobacter sp., y 2(3.1%) Candida sp. y 1(1.5%) K/ebsiella 

sp, sólo 9 cepas fueron puras y una asociada a K/ebsiella sp y a Candida sp. En 

el grupo de los lactantes de los 78 cultivos se aislaron 4(5.1%) cepas de 

Pseudomona aeruginosa ,2(2.5%) cepas de S. epidermidis y 1(1.2%) cepa de 

K/ebsiella sp , S. viridans, Candida sp, Aeinetobacter sp y Enterobacter 

e/oaeae; sólo dos cepas fueron puras y una asociada a S. epidermidis, tabla 3. 

En la tabla 4 se muestra el diagnóstico clinico de 10 casos de recién nacidos a 

término positivos por U. urea/ytieum, 6 de ellos se les diagnosticó neumonia y 

neumonia atipica entre las edades de 2 a 10 días y peso entre los 900 y 3700 

gramos, de los 4 casos restantes un caso presentó sepsís y neumonía (recíen 

nacido a término femenino 11 días y de 1280 gramos, y otro con sindrome 

colestásico desnutrido (recien nacido a término femenino de 3 dias y 930 gramos) 

e Infección pulmonar en un recién nacido a termino masculino de 8 dias y 3755 

gramos sólo un caso se registró por neumonía intrahospitalaria en un recien 

nacido del sexo masculino, de 25 días y peso 3290 gramos. En el caso de los 3 

niños lactantes positivos por U. urea/yticum se registró un caso con neumonía 

intersticial en un lactante masculino de 3 meses y de 3800 gramos, uno con 

55 



atelactasia en lactante femenino de 7 días y 4100 gramos y por último un caso por 

traqueobronquitis membranosa en un lactante femenino de 28 meses y 6800 

gramos. 

PCR(RACCION EN CADENA DE LA POLlMERASA) CORRIMIENTO CON 

CONTROLES INTERNOS. 

El DNA de las 139 muestras clínicas colectadas a las (O. 24 . 48 Y 96 Hrs.) se les 

realizó nuevamente PCR con controles internos en busca de inhibidores de las 

cuales 87 muestras presentaron inhibidores. 

De las 87 muestras clínicas purificadas. dos que habian sido previamente 

positivas por PCR. después de la purificación se detectó una banda más intensa 

que la original. (fig. 9). 
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TABLA 1. Datos demográficos de recién nacidos pretérmino (grupo 1), a término 

(grupo 11) y niños lactantes (grupo 111) colonizados por U. urealyticum 

Grupo I Grupo 11 

N=72 N=63 

Variables U. urealyticum< U. urealyticum< 

Positivo' /Negativos' Positivos< /Negativos' 

Femenino 3/26 (29)" 5/19 (24)" 

Masculino 4/12 (16)" 5/34 (39)" 

Edad (1.4/2.6)U (41)" (8.2/9.5)'"'u 

Promedio 

Peso g' 1228.5/1392.7 (42)" 2382/1748.2 (57)" 

Promedio 

Significancia' N.S 

* PositivoS y negativos a u. urealyticum por cultivo y PCR 

N.S =No significativo 

0= Oías 

M::: Meses 

N:;: Numero total de casos 

n:;: Número de casos registrados 

Grupo 111 

N=78 

U. urealyticum< 

Positivos./Negativos· 

2/41 (43)" 

1/34 (35)" 

(2.6/7.5)N,M 

4800/7173.1 (33)" 
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Tabla 2. Comparación de las muestras positivas de aspirados traqueales de recién 

nacidos pretérmino por cultivo (caldo 10B. agar AS) y PCR (Reacción en Cadena 

de la Polimerasa). 

Cultivos PCR 

No. O hrs. 24 hrs. 4S hrs. 96 hrs. O hrs. 24 hrs. 48 hrs. 96 hrs 

1 - - - 1 + - - 1 

2 10B'1 - 1 + 1 - 1 + 1 

AS' 

3 10B'I - + - 1 - + - 1 

AS' 

410B 1 + - - 1 + - 1 

AS' 

, 5 10B'· '. - + + + - + + + 

I 
I 

I 

AS' 

610B'. + - - - + - -
AS' 

7 10B . + - 1 1 + - 1 

AS' 

-(1,2,3,04) Indica la dilución a la que creció U. urealyticum en caldo 108 y agar AB. 

I No se colectó muestra 

-

1 
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Tabla 3 Frecuencia de aislamiento de U. urealyticum y otros microorganismos por 

cultivo en aspirados traqueobronquiales de recién nacidos pretérmino (grupo 1). a 

término (grupo 11) y Lactantes (grupo 111). 

Microorganismos Grupo I Grupo 11 Grupo 1/1 

N=72 N=63 N=78 

No. % No. % No. % 

Ureaillasma urealvticum*+ 6 8.3 10 15.9 3 3.8 
StalJhvlococcus epidermidis" 6 8.3 3 4.7 2 2.5 
StrelJtococcus viridans+ 1 1.3 5 7.9 1 1.2 
Pseudomonas aeruginosa 1 1.3 O O 4 5.1 
Acinetobacter SIJ. 1 1.3 3 4.7 2 2.5 
Candida sp. + O O 2 3.1 1 1.2 
Klebsiella SIJ. O O 1 1.5 1 1.2 
Enterobacter e/oacae O O O O 1 1.2 
Neaativos 57 79.1 39 61.9 64 82 

"+ U. urealyticum se encontró asociado a Staphylococcus epidermidis en dos n¡flos 

masculinos de edades de 1 dia y peso de 925 Y 1525 gramos. y un lactante femenino de 6 meses, 

con peso de 6800 gramos con Sreptococcus vlrldans, C8ndida sp. en un recién nacido a ténnino 

masculino de O dias y peso de 1500 gramos. 
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Tabla 4 Diagnósticos clinicos de 10 recién nacidos a término y 3 lactantes 

positivos a U. urealyticum. 

No. de casos Sexo: Edad 

l' M 

2' F 

3' F 

4' F 

S' M 

S' F 

7" M 

8' F 

9' M 

10' M 

1" M 

2" F 

3" F 

Recren nacIdos a térmll10 

*Niños lactantes 

2 

3 
! 

11 

4 
I 11 

10 

25 

10 

8 

I 8 

3 

7 

28 

Peso (g) Diagnóstico 

900 Neumonia atipica 

930 Sindrome colestásico. desnutrido 

1280 Sepsis. neumonia 

1320 Neumonia crónica 

1S00 Neumonia 

3050 Neumonia atipica 

3290 Neumonia intrahospitalaria 

3700 Neumonia atipica 

3700 Neumonia 

3755 Infección pulmunar 

3800 Neumonia intersticial 

4100 Atelactasia 

6800 Traqueobronquitis membranosa 
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Figura 8. Productos de peR, en electroforesis en gel de agarosa al 2 %, linea 1 Marcador de peso 
molecular (123 bp ladder), amplificaciones con primer UMS-125 y UMA 226 de peso molecular de 
403/404 bp. bandas en las lineas 2 y 3 serovar 3 y 8 de U, urealytlcum, lineas 5, 6, Y 8 muestras 
clinicas obtenidas de aspirados traqueales de recién nacidos prematuros, 9, 11, 12 muestras clinicas de 
aspirados bronquiales, linea 7 108 agua y linea 13 control negativo. 6' 
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Figura g. Productos de peR, análisis de electroforesis en gel de agarosa al 2 %, DNA purificado, linea 1 Marcador de peso 
molecular 123 bp. ladder, amplificación con primer UMS-125 y UMA226 linea 3 control pos~ivo (serovar 3 de U. ul8alytJcum), 
lineas 3 a la 24 muestras cllnicas de aspirados traqueales de recién nacidos prematuros y linea 25 control negativo; la única 
amplificación después de la purificación se observa en la linea 26 con peso molecular de 123 bp. 
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VI DISCUSION 

Actualmente U. urealyticum es considerado como un agente comensal del 

tracto genital de mujeres sexual mente activas. por lo que se ha reportado la 

colonización entre un 40 a un 80 %.(2) En previos estudios se reporta un 15% de 

colonización en aspirados traquéales de recién nacidos prematuros. dando el 

incremento de enfenmedades respiratorias. 

Es por ello el uso de medios de cultivo de cultivo (10B, agar A8 y una prueba de 

sensibilidad como la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)m 

En nuestro trabajo, de los 48 (62.5%) casos de los 72 recién nacidos prematuros 

(Grupo 1) se encontraron 7 casos colonizados por U. urealyticum, tres femeninos 

y 4 masculinos; con una edad promedio de 1.4(1-3) dias y peso promedio de 

1228.5 (625-2058) gramos y 38 casos fueron negativos, sin que se observaran 

diferencias significativas (tabla 1). La colonización por este microorganismo, se 

observó en el primer día de nacimiento con peso mayor a 850 gramos y menor a 

1500 gramos. Probablemente no hubo diferencia significativa, debido a que el 

tamaño de muestra fue pequeño. 

Nuestros resultados se asemejan con la colonización de U. urealyticum en los 

recién nacidos pretérmino de edad temprana y peso bajo al nacimiento reportado 

por la Dra. Cassell (22. 37) quién ha reportado en diversos trabajos evaluando a 

niños prematuros con peso menor a 1500 g son más susceptibles a ser 

colonizados y presentar enfermedades' respiratorias como la Displacia 

Broncopulmonar. 

Se ha reportado que ocasionalmente los ureaplasmas causanenfenmedades 

respiratorias en recién nacidos. Estas infecciones son frecuentemente adquiridas 

en litero, pero el papel de estos organismos, están asociados con la via vaginal; 

sin embargo, los ureaplasmas al parecer están implicados en la~ enfermedades 

respiratorias en infantes de muy bajo peso al nacimiento <1000 g a quienes se les 
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ha aislado ureaplasmas desde los aspirados traquéales en las primeras 24 horas 

de vida. (7) La asociación entre U. urealyticum en la colonización de infantes y el 

desarrollo de EPC se tiene documentada, pero la causa-efecto no ha sido 

totalmente confirmada.(') (9). 

También se ha asociado a estos organismos en la tráquea de los infantes con 

peso <1000 g con el incremento de insuficiencia respiratoria en la enfermedad 

pulmonar crónica (EPC), el papel que juegan estos organismos en la enfermedad 

pulmonar cróni.ca (EPC) en los infantes prematuros, aun no se describe con 

certeza. (1,3,4). 

En otro estudio se reportó en 3 infantes la colonización inicial por U. 

urea/yticum ocurrió en la segunda semana y en un infante en la cuarta semana 

de edad, de estos infantes se tiene un peso al nacimiento de 1420g. 

En el caso de los recién nacidos a término (Grupo 11) de los 63 casos de recién 

nacidos a término se identificaron 5 casos femeninos y 5 casos masculinos 

colonizados por U. urealyticum entre la edad promedio de 8.21 (1-5) dias y peso 

promedio de 2382(600-3840) gramos y 53 casos fueron negativos; no se 

observaron diferencias significativas. De estos se identificaron cuatro casos con 

diagnóstico clinico (de 2 días con neumonia atipica, de 4 días con neumonía 

crónica, de 3 días con neumonia y uno de un día con probable neumonía atípica) y 

cinco casos de 11 días con Sepsis, neumonia y sólo se identificó un caso a los 25 

dias. con neumonia intrahospitalaria; en los 78 lactantes (Grupo 111) sólo se 

identificaron dos casos femeninos y uno masculino colonizados por U. 

urealyticum entre la edad promedio de 7.5 (1-28) meses y peso de 4800(2120-

8452) gramos y 75 casos fueron negativos (tabla 1), De estos, un caso de tres 

meses de edad presentó neumonía interstisial. otro caso de 7 meses de edad 

presentó Traqueobronquitis Membranosa. el último casos presento SOR, Displacia 

Broncopulmonar tabla 4. El porcentaje de colonización en estos dos grupos fue 

bajo comparado con estudios realizados en infantes de término, donde la 

transmisión vertical por U. urealyticum es de una proporción del 45% a 66%, 

como lo reportado por Pablo y colaboradores. (105) En otro estudio realizado (36) se 

encontró que 38 de 108(35.2%) infantes de término la colonización se dio a través 
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del tracto genital (vagina o placenta) de la madre; detectando 10 en vagina y 16 

por placenta y 12 en ambos, la sensibilidad de muestras de placenta de U. 

urealytjcum fue de 28 de 38(73.7%), comparado con 22 de 38(57.9%) de muestra 

vaginal. 

En otro reporte (62) se examinó el tejido fetal de infantes de nacimientos muertos 

y se obselVó una inflamación aguda en cultivos positivos por U. urealyticum. 

También se reportó un caso de neumonia neonatal por Ureaplasma. (6) En este 

estudio se describió un infante con peso de 2750 g con Sepsis aguda y neumonia 

quién murió a la edad de 3 dias; la autopsia reveló en un exudado células 

irregulanes polimorfonucleares, aumento de macrofagos vacuolares dentro de los 

duetos alveolares, alvéolos, bronquiolos terminales y respiratorio; el único 

organismo aislado fue U. urealyticum, la frecuencia no especifica de lesión 

patológica se tiene atribuido a este organismo en la infección en humanos. 

En resultados obtenidos se obselVa una mayor frecuencia de aislamiento de U. 

urealytjcum en aquellos niños recién nacidos durante el primer dia de vida 

extrauterina (0-1 dial y peso de 825 a 1300g. Estos resultados pueden ser más 

satisfactorios en estudios a futuro, si se tratan de evaluar poblaciones con factores 

como la edad y el peso, con un número mayor de muestras. 

Con nespecto al cultivo y la PCR en el grupo I la frecuencia de aislamiento de U. 

urealytjcum fue del 8.3% por cultivo (obselVando en tres casos positivos a las O 

horas donde el desarrollo de U, urealyticum en caldo 10B fue hasta la 4 dilución y 

en agar en placa A8 fue hasta la segunda dilución, un caso alas 24 horas y otro 

caso a las 48 horas, U. urealyticum creció a la tercera dilución en caldo 10B Y 

segunda dilución en agar A8 y sólo en un caso fue positivo a las 24, 48 Y 96 horas 

tabla 2) y por PCR 7(9.7%) figura 8. De acuerdo a nuestro estudio los datos 

encontrados fueron bajos comparados con los datos reportados en Estados 

Unidos de Norte de América donde la frecuencia de aislamiento por cultivo y PCR 

varia de 14% a 17%, (3) Y por otros estudios realizados por Ollikainen, donde 

reporta un 46% de aislamientos de U. urealyticum de aspirados bronquiales de 

recién nacidos prematuros empleando caldo y agar A 7 Y por Blanchard y colb, de 

95 muestras colectadas de aspirados endotraquéales enconlraron 12 muestras 
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positivas por cultivo y 11 positivas por PCR. (9) Adiferencia de las 63 muestras 

clinicas de aspirados bronquiales de recién nacidos a término comparado con el 

grupo 1; el aislamiento de U. urealyticum fue mayor; se identificaron 10 cepas 

positivas por cultivo y PCR que corresponde al 15.87% y de los 78 lactantes, sólo 

se identificaron 3(3.84%) cepas positivas por cultivo y PCR figura 8 considerando 

estos valores aproximados al estudio realizado en México por la Dra. Castillo que 

incluyó a niños recién nacidos hasta 12 meses de edad, encontrando una 

frecuencia de aislamiento del 11% y tomando en cuenta al grupo de neonatos se 

enconlró un aislamiento del 13% realzando el diagnóstico por cultivo (101) y por el 

estudio realizado por Jonsson et al encontraron 29/155(19%) cultivos positivos a 

U. urealyticum y 11 cultivos positivos de secreción endotraqueal y nasofaríngeo 
(95) 

. En otro estudio realizado por Albert G. Pedroza y col, encontraron que de los 220 

casos estudiados se identificaron 164(74.5%) con cultivo. (61. 

Los posibles factores que influyeron para un menor aislamiento en nuestro 

estudio fueron: la forma de la toma de la muestra en los aspirados; ya que durante 

un periodo de 10 meses, no se recolectaron muestras clinicas debido a que hubo 

periodos vacacionales del personal, y por los nacimientos de niños pre-diábeticos 

con peso mayores a los 5500 g, además del desarrollo de otros microorganismos 

en el medio caldo 108 que pudieron inhibir el crecimiento de U. urealyticum por 

la competencia de nutrientes. 

En los recién nacidos pretérmino se encontró que U. urealyticum y 

Staphylococcus epidermidis fueron aislados en igual proporción, dos cepas se 

recuperaron puras y dos cepas se asociaron con S, epidermidis, 2.7% Y 

Acinetobacter sp., S. Viridans, Pseudomona sp en '1 % como se observa en la 

tabla 3. En comparación, en los recién nacidos a término (N=63) la recuperación 

de cepas fue mayor identificando 10 cepas de U. urealyticum, 9 cepas puras y 

una asociadas a Klebsiella sp.y a Candida sp y de manera consecutiva se 

aislaron a S. viridans, S. epidermidis, y Acinetobacter sp, mientras que en el 

grupo de los lactantes se aislaron 4 cepas de Pseudomona aeruginosa. 2 pe S. 

epidermidis y consecutivamente a Klebsiella sp. S. viridans, Candida sp. 
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Aeinetobaeter sp Y Enterobaeter cloacas, sólo dos cepas de U. urealytieum 

fueron puras y una asociada a S. epidennidis, tabla 3. 

U. urealytieum a diferencia de otros microorganismos, puede colonizar el 

producto desde el útero materno o durante el nacimiento en el ca1al del parto, a 

diferencia de los microorganismos anteriores que pueden colCflizar al recién 

nacido al momento del nacimiento o por el ambiente intra hospitalario como en el 

caso de las Pseudomonas sp, y Aeinetobaeter sp., fue por debajo del 1 %. Por lo 

tanto la asociación que tuvo U. urealytieum con otros microorganismos al estar 

implicado con la enfenmedad respiratoria en el recién nacido preténmino, la 

frecuencia obtenida en este trabajo fue también baja menor al 3', y se encontró 

en asociación con S. epidennidis. 

En comparación de los recién nacidos a ténmino y lactantes la frecuencia fue 

baja encontrando una asociación con S. viridans, Candida sp. redén nacido a 

termino masculino de O dias y peso de 1500g. Un estudio realizaco por Ollikainen 

y colbS, (99) reportaron una frecuencia del 13% de U. urealytieum asociado a otras 

bacterias. En otro estudio U. urealyticum no estuvo asociado en un 28% y S. 

epidennidis fue el segundo microorganismo más aislado. Sin embargo el 

porcentaje tan alto que obtuvieron con respecto al aislamiento de U. urealyticum 

se atribuye a la alta tasa de colonización materna. Nuestros rese tados mostraron 

un mayor aislamiento de U. urealyticum para los recien nacdos a tenmino y 

lactantes, estos no se asemejan con los reportados previamen:=. por lo que se 

sugiere estudiar una muestra mayor para corraborar estos resultados. Roberto el. 

al, identificaron la presencia de cultivos positivos de microorgani~"os en el liquido 

amniótico. fue del 51.5% (17/33). El microorganismo más común fue U. 

urealyticum (n=6) Gardherel/a vaginalis (n=3), Fusodacterum sp. (n=3) 

Mycoplasma hominis (n~2) y Candida albicans (n=2). En otro estudio realizado 

por Hazan el. al, encontraron la presencia de cultivos positivcs. fue del 32.2% 

(29/90), siendo U. urealyticum el más comúnmente aislado. (8) 

Con referencia a la purificación del DNA; de las 139 muestras ::ini<:as (aspirados 

traqueales de recién nacidos prematuros) se observó que :2 no presentaron 

inhlbidores y 87 presentaron inhibidores, de estos al purificarlas se detectaron en 
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dos muestras que habían sido previamente positivas, dos bandas más intensas 

que la original y en una muestra que fue negativa por cultivo y PCR positiva, 

continuó siendo PCR negativa después de la purificación figura 9, esto Significa 

que probablemente, ciertas variables como, la poca cantidad del DNA, la 

presencia del exceso de inhibidores, y el mal procesamiento de la muestra 

pudieron influir en estos resultados, dado a que la PCR es una técnica muy 

sensible, es por ello que se requiere de mucha experiencia en el procesamiento de 

esta técnica. 

En dos reportes de amplificación de PCR en los genes de ureasa para detectar 

U. urealyticum de aspirados endotraqueales de neonatos (Scheurlen el. al.), 

detectaron una cepa de U, urealyticum de 36 muestras Blanchard el. al, quiénes 

examinaron 95 muestras por cultivo y PCR. La única muestra en el estudio por 

Blanchard el. al, la cual fue positiva por cultivo y negativo por PCR, mostrando en 

la de los recién nacidos prematuros y a término muestra un número pequeño de 

organismos. 

Es por ello que U. urealyticum se considera como un organismo patógeno 

importante que se encuentra implicado en enfermedades en los recién nacidos 

pretérmino como las del aparato respiratorio, así de esta manera se requiere del 

uso adecuado de los medios selectivos como 10B, A8 Y la PCR en el diagnóstico 

para un tratamiento oportuno, y asi disminuir la tasa de morbilidad y mortalidad. 

Estos resultados dan lugar a la investigación con respecto al papel de U. 

urealyticum como patógeno en los recién nacidos pretérmino a término y 

lactantes. 
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VII CONCLUSIONES 

La frecuencia de aislamiento de U. Urealyticum en los niños recién nacidos 

prematuros por cultivo fue del 8.3% y PCR 9.7%. en recién nacidos a termino fue 

del 14.4% y lactantes fue el 3.8% por cultivo y PCR. 

Otros microorganismos asociados con U. Urealyticum en los recién nacidos 

prematuros se identificó a S. epidermidis. en reciéñ nacidos a término se 

encontró asociado con S. epidermidis y S. viridans y en los lactantes a Candida 

sp. 

El sexo peso y la edad de los recién nacidos prematúros y a término no estuvieron 

asociados a la colonización por U. urealyticum. 

U. urealyticum se aisló en un mayor número de casos (9.7%) en los primeros tres 

dias de vida en los recién nacidos prematuros y el 15.87% en los primeros 25 dias 

de edad en los recién nacidos a término no hubo diferencias significativas y el 

3.84% en los primeros 8 meses de edad en los lactantes. 

La purificación del DNA es un método útil para cuando existan inhibidores en las 

muestras clinicas. 
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-Sugerencias 

-Por su importancia clínica patógena se prosiga su estudio para fines de 

morbilidad y mortalidad. 

'Proseguir con métodos moleculares más eficaces para su identificación como 

Southem blo!. 

-Implementar estudios sobre mecanismos de patogenicidad. 

-Seguir con el estudio en poblaciones de cohorte más grandes. 
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VIII APENDICE 

1) MATERIAL 

Al EQUIPO 

.:. Pipetas de 0.1-10 mi 

.:. Tubos con tapón de rosca 13 X 100 mm 

.:. Frasco color ámbar 

.:. Tubos ependorff de 1-2 mi y de PCR 0.5 mi 

.:. Jarra para sistema Gas Pak BBL 

.:. Cajas petri 

.:. Pipetas Pasteur 

.:. Jeringas de 5-10 mi 

.:. Vasos de precipitados de 10, 20, 50, 100, 250, 500 Y 1000 mi 

.:. Portafiltras 

.:. Membranas con poro de 0.22 y 0.45 ~ 

.:. Frascos Durán de 100, 250 Y 500 mi 

.:. Micropipetas de 10, 20, 100, 200, 1000~1 

.:. Puntas con y sin filtro para micropipetas 

... Gradilla 

.:. Mechero 

.:. Bulbo 

.:. Vela 

.:. Gasas 

.:. Bolsas de papel para estérilizar 

.:. Cinta testigo 

.:. Papel crafl 

... Papel aluminio 

.:. Porta y cubrebjetos 

.:. Puente para linción de gram 
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.:. Parafllm 

.:. alA amp Blood Kit (Buffer AW, etanol 100%) 

.:. 250 alA amp spin columnas 

.:. 750 collectión tu bes (2ml) 

B)APARATOS 

.:. Estufa Bacteriologica a 37 Oc (Precisión economy incubator) 

.:. Campana de flujo laminar Nuaire Biological Safety Cabinets (Class 11 Type AlB3) 

.:. Potenciómetro (Denver Instrument) 

.:. Balanza analitica (Denver Instnument M-220) 

.:. Balanza granataria (Denver Instrument XE -3100 D) 

.:. Micro centrifuga refrigerada 

.:. Refrigeradores -20 Oc (Toro-Key) y -70 a -82 Oc (Revco) y 4 Oc (Toro-Key) 

.:. Microscopio óptico (Olympus CK40, Mo21) y estereoscópico 

.:. Termociclador (Amplitron 11 Thenmoline) 

.;. Fuente de poder (Bio-Rad Power Pac 300) 

.:. Cámara de electroforesis (Horizon 58 Life T echnologies Gibbco BRL) 

.:. Agitador (Solbat RPM 180) 

.:. Procesador de imágenes (Gel Doc 2000 Bio-Rad) 

.:. Incubador Nes Lab -30°C a +100 Oc 

.:. Parrilla SybronfThermolyne Type 1000 Stir Plate 

2) MEDIOS DE CULTIVOS y SUPLEMENTOS 

.:. Gelosa sangre 

.:. Gelosa chocolate 

.:. Agar MacConkey Bioxon 450 9 

'.' Agar Müller Hinton 

'.' Agar exento de inhibidores DIBICO 400 9 

.:. BBl Base para Mycoplasmas Becton Dickinson 500 9 

'.' DNA (ácido deoxiribunucleico) sigma 25 9 

.:. Suero fetal de bovino Hyclone 500 mi 

.:. Suero de caballo desgammaglobulinizado Hyclone 500 mi 
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-:- Isovitalex (enriquecimiento GC) erlicMR base y diluyente lO mi 

-:- Extracto de levadura Difco 500 9 

-:- Caldo de soya tripticaseina Difco 500 9 (Suybean-casein Digest Medium 

A) MATERIAL BIOLOGICO 

-:- Cepa de referencia de U_ urealyticum serovar 3 (1 mi) 

-:- 1 OO~I de aspirado bronquial de neo natos prematuros, en solución salina isotónica 

B)REACTIVO 

-:- Putresine sigma (Tetramethylenediamine Dihydrochloride C4HI2N2:HCI) 

-:- Cloruro de Calcio (CaCI2) 

-:- Urea H;,NCONH, Sigma 1 K (10%) 

-:- Rojo de fenol al 1 % 

-:- L-cisteina GH,NO,S Sigma 1 K (4% Y 10%) 

-:- Acido clorhidrico 1 N 

-:- Hidróxido de sodio 1 N 

-_- Antibióticos anfotericina B o cefoperazona (cefobid) 

-:- Alcohol absoluto 

-:- Reactivos para tinción de gram (cristal violela, lugol, alcohol cetona y safranina) 

-_- GHL-Tripeptido Gly-His-Lys Sigma lO mg (G-1887 acetate salt) 

-:- Carbón activado 500 9 (Sigma) 

-:- Bromuro de Etidio lO mi (lO mg/ml) Gibco BRL 

C) REACTIVOS PARA LA REACCION EN CADENA DE LA POLlMERASA (PCR) 

-:- Gelatina Gelatin Type A: From porcine ski n 200 9 

-:- BufferPCR 17.5 mM MgCl, 

-:- DNTP'S (Gibco BRL) 

-:- Primero iniciador UMS-125 

-:- Primer o iniciador U MA-226 

-:- T aq polimerasa (Gibco BRL) 

-:- Buffer de corrimiento 10X y IX 

-:- Agarosa al 2% 
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.:. Proteinasa K 

.:. Etanol 96-100% 

.:. Buffer Aw 

.> Tris 10 mM pH=9.0 

.:. Tris base 

.:. Acido bórico 

.:. EDTAO.5 M 

.:. Tris/HCI 

.:. KCI 

.:. MgCl, 

.:. Aceite mineral, Fabriven 

D) MEDIO STUART 

Se conforma de una solución amortiguadora (soluciones estabilizadoras de pH). Esle 

medio tiene como fundamento el de preservar la viabilidad de las bacterias durante el 

transporte sin que exista una multiplicación de microorganismos. El tioglicolato de sodio 

se añade como agente reductor para mejorar la recuperación de bacterias anaerobias, 

la pequeña cantidad de agar provee una consistencia semisólida para impedir la 

oxigenación durante el transporte. 

• COMPOSICION 

• Tioglicolato de sodio 

• Glicerofosfato de sodio 

• Cloruro de calcio 

• Azul de metileno 

• Agar 

• Agua desmineralizada 

• PREPARACION 

• Pesar 14.1g de polvo 

1.0 g 

10 g 

0.01 g 

0.002 9 

3.0 g 

1.0 9 

• Disolver en 1 litro de agua desionizada 

74 



• Hervir con mechero agitando constantemente durante 1 minuto 

• Vaciar 7ml. de medio en tubos de 13 X 100mm 

• Estérilizar por 15 min. a 121°C 

E) MEDIO 10B 

Se conforma de urea al 10% para que Ureaplasma urealytjcum metabolice y 

produzca amonio incrementando el pH, originando el cambio de color en el medio de 

amarillo a rojo ámbar (ácido a básico), por el indicador rojo de fenol. 

COMPOSICION 

• BASE 

• Caldo base para mycoplasma 

• DNA (sigma) 

• Agua destilada 

• Rojo de fenol (1 %) 

• Ajustar a pH 5.5 

para 1 L 

14 g 

0.2 g 

BOOm'-

0.1 m'-

• Esterilizar a 121°C durante 15 minutos, dejar enfriar durante 1 hora 

• Suplementos: realizar en condiciones de esterilidad (campana de flujo) 

• Suero fetal de bovino inactivado a 56 Oc a 30 minutos 200 mi 

• y filtrado con membranas de 0.22 ¡¡ 

• Cisteína al4% (filtrado con membranas de 0.22¡¡) 

• Isovítalex 

• Urea ultrapura al 10% 

• Cefobid 

• pH final de 6.0 a 6.1 

• Alicuotar 900¡¡1 en tubos ependorff estériles de 1 mi 

2.5 mi 

5.0 mi 

4.0ml 

250 ¡li 

• Realizar el control de calidad, la fecha de caducidad es de 3 meses a 4 :C 

F) MEDIO DE CULTIVO AGAR AS 

Es un medio diferencial para el aislamiento de U. Urealyticum del cual se conforma 

de los siguientes componentes: 
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• COMPOSICION 

• BASE 

• -Caldo base para mycoplasma 

• -DNA (sigma) 

• Calcio clorhidrtico (CaCI,) 

• Extracto de levadura 

• Pulresina 

• Agua destilada 

• Caldo de soya tripticaseina 

• Ajustar a pH 5.5 

• Adicionar el agar exento de inhibido res 

Para 1 L 

14g 

0.2 9 

0.15 g 

2.0 9 

1.7 9 

825 mi 

2.4 g. 

10.5 g. 

• Esterilizar a 121 Oc durante 15 minutos dejar enfriar durante 1 hora 

• Suplemento: en condiciones de esterilidad 

• Suero de caballo inactivado a 56 Oc a 30 minutos 

• Filtrado con membranas de 0.22 fl 

• Cisteina al10% (filtrado con membranas de 0.221') 

• Isovitale 

• Tripeptido GHL 

• Urea ultra pura al 10 

• Cefobid 0.2 9 

200 mi 

2.5 mi 

5.0 mi 

1.0 mi 

4.0 mi 

• Distribuirlos en cajas petri sellarlas con parafilm. su caducidad es de 3 meses a 4 Cc 

G) AGAR MaConkey (Bioxon) 

• Para un litro de agua destilada 

• Composición 

Peptona de caseina 

• Peptona de gelatina 

Peso (g) 

1.5 

17.0 
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• Peptona de carne 1.5 

• Lactos 10.0 

• Sales biliares 1.5 

• Cloruro de sodio 5.0 

• Agar 13.5 

• Rojo neutro 0.03 

• Cristal violeta 0.001 

·PREPARACION: 

• Resuspender 50g del medio deshidratado en un litro de agua destilada 

• Mezclar bien hasta obtener una suspensión uniforme 

• Dejarreposar durante lOa 15 minutos 

• Calentar suavemente agitando frecuentemente y hervir un minuto 

• Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos 

• Vaceado del medio en cajas petri 

H) AGAR MUllER·HINTON (Bioxon) 

• Par un litro de agua destilada 

• Base 

• Infusión de carne de res 

• Peptona de caseina h 

• Almidó 

• Agar 

• PH final ± 7.4 

• PREPARACION: 

Peso (g) 

300 

17 

1.5 

17 

• Resuspender 38g del polvo en un litro de agua destilada 

• Mezclar bien calentando y agitando constantemente 

• Hervirdurante un minuto 

• Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutes 

• Vaceado en cajas petri 
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1) GEL OSA SANGRE 

• Para lit de agua destilada 

• Base 

• Extracto de levadura 

• Infusión de músculo cardiaco 

• Peptona de caseina 

• Cloruro de sodio 

• Agar 

• Ajustar a pH 7.3 ± 0.2 

·PREPARACION: 

Peso (g) 

5.0 

2.0 

13 

5.0 

15 

• Resuspender 40g del polvo en un litro de agua destilada 

• Mezclar peñectamente, calentar con agitación constante 

• Hervir durante un minuto hasta disolverlo completamente 

• Esterilizar a 121°C por 15 minutos 

• Enfriar la base a 45 Oc y adicionar 5% de sangre desfibrinada 

• Adicionar el antibiótico en caso dado ampicilina frecuentemente reconstituida en 

solución salina isotónica estéril 

• Vaciado en cajas petri 

J) GELOSA CHOCOLATE (Bioxon) 

• Para lit de agua destilada 

• Base Peso (g) 

• Peptona de caseina 7.5 

• Almidón de maiz 1.0 

• Peptona de carne 1.5 

• Fosfato dipotásico 4.0 

• Fosfato monopotásico 1.0 

• Agar 10 

• Hemoglobina (Bioxon) 10 

• Ajcstar a pH 7.2 ± 0.2 
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• PREPARACION: 

• Resuspender 10g de la base de hemoglobina en 500ml de agua destilada 

• En otro matraz disolver 30g de la base del agar gelosa chocolate en 500ml de agua 

destilada. agitar bien y dejar reposar durante lOa 15 minutos 

• Esterilizar por separado a 121°C por 15 minutos 

• Enfriar a 50 Oc 
• Agregar cuidadosamente la solución de la hemoglobina a la base de gelosa 

chocolate y mezclar bien sin que se formen burbujas 

• Vaseado en cajas petri 

3) REACTIVOS 

Al CISTEINA Al 4 Y 10'10 

• Pesar por separado 0.2 9 Y 0.2mg de cisteina -HCI 

• Disólve~ por separado en 5ml de agua destilada 

• Filtrar por separado con membranas de 0.22 Ji 

• Se recomienda que la cisteina se prepare el mismo dia de su uso dado que su 

caducidad es de corto tiempo 

Bl UREA Al 10% 

• Pesar 20 g de urea 

• Disólver en 200 mi de agua destilada 

• Filtrar con membranas de 0.22 Ji 

• Caducidad es de 6 meses 

Cl ROJO DE FENOl 

• Pésar 10 g de rojo de fenol 

• Agregar 520 mi de agua destilada 

• Agregar 30 mi de solución NaOH al 1 N 

• Agitar por 2 minutos a temperatura ambiente 

• Afórar a 1 l con agua destilada 

ESTA TlE§][§ NO §AlLJE 
DlE lLA BmUOTlECA 
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• Filtrar con papel whatman número 3 

• Esterilizar en autoclave a 110 Oc durante 10 minutos 

• Consérvar durante un mes a temperatura ambiente. en frasco ilmbar 

• Déscartar si se presenta un precipitado 

D) CEFOBID (Sol. Stock 83.3 mg/250 J.11) 

• Reconstituir 1 g de cefoperazona en 3 mi de agua bidestilada estéril. agitar hasta 

que se disuelva y almacenar en alicuotas de 250 J.11 Y congelar a -20 Oc 

4) REACTIVOS PARA LA REACCION EN CADENA DE LA POLlMERASA (PCR) 

A) Preparación de primers 

Primers o iniciadores Vol. Stock de oligonucleotido Vol. De agua destilada estéril 

UMS-125 73.39 J.11 226.61 J.1 

UMA-226 

Refrigerar a -70 Oc 

B) Preparación de DNTP'S A 100 mM 

Descripción 

208.82 J.11 

• 100 mM de dNTP's (2' - deoxynucleotido 5 - tiphosphate) consiste de 4 

deoxynucleotidos (dATP. dCTP. dGTP.dTIP). cada uno a una concentración de 

100mM 

• Preparación a un volumen de 400 ¡." 
• Agregar 360 J.11 de agua destilada estéril en un tubo ependorff 

• Adicionar 10 l." cada uno de los DNTPS (dATP. dCTP. dGTP. dTIP) 

• Alícuotar 100 J.1t en cuatro tubos ependorff estériles 

• Guárdar a -70 Oc 

C} Preparación deBuffer PCR A 10X 

• Buffer PCR 10X concentración a 17.5 mM de MgCI, 

• Reactivo volumen 

• Tris/HCI pH 8.3 M 1 mi 
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• KCI (100 mM) 

• MgCl, (0.01 'lo) 

• Agua destilada 

esterilizada 

5ml 

175 Id 

3.825 mi 

En condiciones de esterilidad adicionar 1 mi de tris-HCI a pH 8.3, 5ml de KCI alOa 

mM, 175 ¡¡I de MgCl, (0.01 'lo) Y 3.825 mi de agua esterilizada. disolver la mezcla y 

alicuotarlos en tubos de lml, guardarlos en refrigeración a -70 oC. 

D) Buffer de corrimiento TBE A 10X 

10X solución Stock 1000 mi 

• Tris base 108 9 

• Acido bórico 55 9 

• EDTA 0,5 M a pH 8.0 

• Agilar fuertemente hasta que se disuelvan los reactivos, almacerna~o en un frasco 

ámbar 

E) TBE IX 

• Adicionar 900 mi de agua destilada 

• Agrégar 100 mi de TBE 10X 

• Disólver fuertemente almacena~o en un frasco ámbar 

F) Agarosa al 2% (Biorad) 

• 2 9 de agarosa 

• Adicionar 50 mi de buffer de corrimiento TBE 1 X 

• Disólver el medio a temperatura de ebullición durante 2. a 3 minutos 

G) Taq Polimerasa 

• Taq ONA polimerasa recombinante KCY 413500 unidades: 5 U/Id GIBCO BRL 

H) LISIS DE BUFFER DE PROTEINASA K 

• Solución A 

• Adicionar 1 mi de 1 M Tris 7HCI (pH 8) 
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• 10 mi de 1 M KCI 

• 0.25 mi de 1 M MgCi, ¡¡ 88.75 mi de Milli-Q dH,O 

• esténlizar a 15 libras a 15 minutos 

• Solución B 

• Adicionar 1 mi de 1 M tris 7HCI pH 8 

• 0.25 mi de 1 M MgCl, 

• 1 mi de Triton X-100 

• 1 mi de tween 20 o 96.75 mi de milli-Q dH,O 

• estérilizar a 15 libras a 15 minutos 

1) CEFOBID (Sol. Stock 83.3 mg/250 1") 

Reconstituir 1 g de cefoperazona en 3 mi de agua bidestilada estéril, agitar hasta que 

se disuelva y almacenar en alicuotas de 250 1'1 Y congelar a -20 Oc 

J) BUFFER LOADING DE CORRIMIENTO 

• EOTA 25 mM 

• Azul de Bromofenol 0.25% 

• Xylene cyanol O .25% 

• Glicerol 30% 

Para una solución Stock de EOTA a 0.5 M en 5 mi 

Se agrega 0.25 g de azul de bromofenol, 025 g de Xy/ene Cyanol, 30 mi de glicerol y 

5 mi de agua desionizada, almacenar a temperatura ambiente o a 4 oC. 

K) GELATINA 

S360 f!I olución Stok 1 gen 11t de agua estéril desionizada. 

Pesar 20 mg y disolverlos en 200 mi de agua estéril desionizada, realizar alicuotas de 1 

mi en tubos ependorff. 

L) CRECIMIENTO DE LA CEPA DE REFERENCIA DEL SEROVAR 3 

Tomar 20 1'1 de la cepa de referencia del serovar 3 e inocularen 200 mi del medio en 

caldo 10B, e incubar a 37 Oc durante 12 horas, de manera que el vire del medio 
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empezara a cambiar, popsteriormente alicuotar 900 ¡ll en tubos ependofff Y guardar a -

70 oC. 

M) CONTROLES INTERNOS 

Agregar a cada tubo 360 1'1 de agua estéril desionizada y sóo en el primer tubo 

agregar 40 1'1 del plasmido del serovar 3, de este volumen hacier ! dilutiones como se 

muestra en el esquema de abajo, mezclar peñectamente y guarda! a -70 'C. 

3601'1 de agua estéril desionizada 
Diluciones lOa la 8 

2 
40 1'1 de DNA plasmido 
del serovar 3 

3 4 5 6 

N) BROMURO DE ETIDIO 10 mi (10 mg/ml) (Gibco BRL) 

8 

Disolver 100 1'1 de Bromuro de etidio en 1 L de agua desionizaJa y ~rotegerlo de la 

luz, guardarlo a temperatura ambiente. 

Nota: Debido a que el bromuro de etidio es un reactivo altamem: cancerigeno este se 

desecha en un recipiente especial para inactivarto con carbon :ctiva:o (sigma) para 

ello se leagrega 10 g para un litro de desecho del bromuro de eooc 

Ñ) DESCOMPLEMENTAR SUEROS 
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.Descóngelar el suero fetal bovino y el suero de caballo durante 24 horas 

.Incúbar a baño maia a 56 'C.durante 30 minutos. 

.Filtrar los sueros con membranas estériles de 0.22 I"l'. 
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