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Resumen  

Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae son bacterias causantes de neumonías 

atípicas. En Venezuela, las tasas de infección de estos agentes no se conocen por falta de 

confirmación diagnóstica, debido en parte, al difícil cultivo de estos microorganismos. La 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) puede ser una alternativa para un diagnóst ico 

sensible, específico y rápido de los mismos. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue 

evaluar la PCR como herramienta para el diagnóstico de infecciones por M. pneumoniae y 

C. pneumoniae a partir de sangre total. Para ello, se evaluaron muestras de sangre total/EDTA 

de 106 pacientes con cuadro clínico de enfermedad respiratoria atendidos en el Centro 

Médico Paso Real, Estado Miranda. Se aisló el ADN y se realizó la PCR. Los resultados 

indican que 13.2 % de los pacientes resultaron positivos para Mycoplasma pneumoniae y 

11.3 % resultaron positivos para Chlamydia pneumoniae, observándose una mayor 

frecuencia en el grupo de niños menores de 10 años. En conclusión, la PCR en sangre 

periférica nos permitió hacer un diagnóstico específico de estos microorganismos, lo cual 

sugiere que esta técnica puede ser una alternativa que permita un diagnóstico diferencial y 

oportuno para estas patologías.  

  

Palabras Clave: Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), Neumonías Atípicas, 
Chlamydia pneumoniae, Micoplasma pneumoniae, Diagnóstico Molecular.  
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Abstract  

Mycoplasma pneumoniae and Chlamydia pneumoniae are bacteria that cause atypical 

pneumonia. In Venezuela, the infection rates of these agents are not known for lack of 
diagnostic confirmation, due in part to the difficult cultivation of these microorganisms. The 

polymerase chain reaction (PCR) can be an alternative to a diagnosis sensitive, specific and 
very rapid. Therefore, the objective of this study was to evaluate PCR as a tool for the 

diagnosis of infection by M. pneumoniae and C. pneumoniae from whole blood. To do this, 
we evaluated samples of whole blood / EDTA from 106 patients with clinical symptoms of 

respiratory illness treated at the Centro Medico Paso Real, Miranda State. DNA was isolated, 

and PCR was performed. The results indicate that 13.2% of patients were positive for 
Mycoplasma pneumoniae and 11.3% were positive for Chlamydia pneumoniae, a higher 

frequency in the group of children under 10 years. In conclusion, the PCR in peripheral blood 
allowed us to make a specific diagnosis of these organisms, suggesting that PCR may be an 

alternative for differential diagnosis and appropriate for these pathologies.  

  

Key words: polymerase chain reaction (PCR), atypical pneumonia, Mycoplasma 
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, molecular diagnosis.  

  

Introducción  

Las enfermedades infecciosas constituyen un importante problema de salud y 

específicamente la neumonía se encuentra entre las diez primeras causas de muerte a nivel 
mundial y entre las principales causas de consulta médica en Venezuela. Los agentes causales 

de infecciones respiratorias son difíciles de distinguir clínicamente, debido a que muchas 
infecciones virales y bacterianas se presentan con signos y síntomas similares (1-3). Los 

patógenos atípicos más comunes son Mycoplasma pneumoniae (Mp) y Chlamydia 
pneumoniae (Cp), los cuales son considerados como una importante causa de neumonías 

adquiridas en la comunidad (NAC), mejor conocidas como neumonías atípicas, siendo 
también responsables de un amplio espectro de manifestaciones extrapulmonares que 

incluyen compromiso neurológico, hepático, cardíaco y hematológico (4,5). En la práctica 

diaria, en muchas oportunidades no se cuenta con la posibilidad de efectuar diagnóst ico 
etiológico por métodos “rápidos” y por lo tanto, estos se sustentan en la presunción de 

determinados microorganismos en base a la identificación de características tanto 
epidemiológicas, como clínicas, radiológicas o de laboratorio, usualmente asociadas con 

ellos (6-8). Entre las pruebas de laboratorio, tradicionalmente el diagnóstico de Mp y Cp se 
realiza por métodos serológicos, utilizando o bien un aumento en el título de anticuerpos IgG 

o en la detección de IgM en fase aguda. Sin embargo, los anticuerpos pueden aparecer 
después de una semana de inicio de los síntomas, por lo que, en muchos casos, pueden 

proporcionar un diagnóstico “a posteriori” (9). Además de la baja sensibilidad en fase aguda, 
las pruebas serológicas, pueden tener también problemas de especificidad (10). En cuanto a 

los métodos directos de diagnóstico, mediante el cultivo de estos microorganismos, se ha 
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demostrado que son difíciles de realizar y requieren de mucho tiempo, por lo que no son 
adecuados en la práctica clínica. Es por ello, que las técnicas de diagnóstico molecular, tales 

como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), se ha convertido 
en una alternativa de diagnóstico sensible, específica y rápida para estos microorganismos, 

sin depender de la variabilidad de la respuesta inmune del paciente.  

  

En Venezuela, son pocos los estudios realizados para evaluar las tasas de infección para estos 

agentes patógenos, por otro lado, no existen reportes donde se utilice la PCR como 

herramienta diagnóstica de Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae a partir de 
sangre periférica. En este sentido, nos plantemos como objetivo del presente trabajo, realizar 

un estudio preliminar para evaluar la PCR como herramienta de diagnóstico de Mycoplasma 
pneumoniae y Chlamydia pneumoniae utilizando muestras de sangre total/EDTA de 

pacientes atendidos en el Centro Médico Paso Real, ubicado en la localidad de Charallave en 
el estado Miranda, Venezuela, durante el período de octubre- noviembre del 2009. Es por 

ello, que es importante contar con herramientas de diagnóstico sensibles y específicas que 
permitan un diagnóstico diferencial que contribuya en la aplicación del tratamiento adecuado.  

  

Materiales y Métodos  

  

Muestras Clínicas: Se utilizaron 106 muestras de sangre total-EDTA de pacientes atendidos 
en el Centro Médico Paso Real durante los meses de octubre y noviembre del 2009, con 

sospecha clínica de infección respiratoria que presentaban fiebre, tos, mialgias, síntomas 
respiratorios y radiografía de tórax con infiltrados intersticiales.  

Extracción de ADN: El ADN se extrajo con el kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit 
(Promega), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, se toma 1ml de sangre 

total-EDTA y se le agregan 0.9 ml de buffer de lisis de células, se incuba la mezcla durante 

10 min a temperatura ambiente, se centrifuga a 13000-16000 x g por 50s, se remueve y 
descarta el sobrenadante tanto como sea posible, sin perturbar el pellet blanco. Luego, se 

añaden 0.6 ml de buffer de lisis de núcleo y se incuba por 5 minutos a 80 ºC. Transcurr ido 
este tiempo se añaden 0.2 ml de la solución de precipitación de proteínas, se agita en vortex 

vigorosamente por 10-20 s y se incuba en hielo 5 minutos. Posteriormente, se precipita con 
isopropanol, se resuspende el ADN con solución de rehidratación y se guarda de 2-8ºC hasta 

su uso.  

Reacción de Amplificación: La reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) se realizó 
utilizando el multiplex para Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophila, Mycoplasma 

pneumoniae y Pneumocistis carini (Maxim Biotech), siguiendo las instrucciones del 
fabricante con el siguiente protocolo de amplificación: 2 ciclos de 96 oC/1 min, 58 oC/4 min; 

40 ciclos de 94 oC/1 min, 58 oC/2 min y 1 ciclo de 70 oC/10 min, en un termociclador PX2 
(Thermo Corporation).   
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Detección de los productos amplificados: Luego de la reacción de amplificación, los 
productos fueron separados en un gel de agarosa al 2%, teñidos con bromuro de etidio, 

visualizados en un transiluminador UVP y fotografiados para su registro.  
Análisis de los Resultados: Los resultados se basan en la presencia o ausencia de señales 

específicas del ADN amplificado en un gel de agarosa al 2%, a partir de ellas se realizaron 

tablas de frecuencias para determinar la cantidad de veces que se repiten las variables 
estudiadas.  

  

Resultados  

Una vez realizadas las extracciones de ADN de las muestras en estudio, se procedió a realizar 
la PCR y los productos de estas reacciones se sometieron a electroforesis en geles de agarosa, 

tinción y fotodocumentación, tal como se describe en materiales y métodos. En la Figura 1 
se muestran las fotos de dos geles de agarosa al 2%, donde se observan las diferentes señales 

de los productos de amplificación específicos para cada microorganismo estudiado (Control 
positivo, línea 2) y el producto de amplificación de dos de las muestras positivas evaluadas. 

En la Figura 1A podemos observar la señal de 871 pb específica para Chlamydia pneumoniae 
(Fig. 1A. línea 3). Mientras que, en la Figura 1B (Línea 3), se observa el producto de 375 pb 

específico para Mycoplasma pneumoniae.  

  

Cuando evaluamos en términos porcentuales los resultados obtenidos, podemos ver que el 
13.20 % (15/106) de las muestras evaluadas resultaron positivas para Mycoplasma 

pneumoniae mientras que 11.32 % (12/106) de estas resultó positiva para Chlamydia 
pneumoniae (Tabla I). Una muestra de 50 de los pacientes evaluados, que incluía todos los 

casos positivos, fue utilizada para realizar una prueba rápida para la detección de anticuerpos. 
Para ello se utilizó el kit comercial ImmunoCard Mycoplasma (Meridian Bioscience, Inc), 

encontrándose que solo se detectaron 7 casos positivos para Mycoplasma pneumoniae, uno 
de ellos resulto positivo para Chlamidya pneumoniae por PCR.    

  

Posteriormente, realizamos la distribución de frecuencias de pacientes positivos y negativos 

por grupo etario y tal como se refleja en la Tabla II, 44/106 (59.42%) de las muestras 
evaluadas corresponden a menores de 10 años, mientras que el 40.58% restante son mayores 

de 11 años. De las 14 muestras que resultaron positivas para Mycoplasma pneumoniae, 10 
corresponden a niños menores de 10 años. Igualmente, de los 12 pacientes positivos para 

Chlamydia pneumoniae, 9 son menores de 10 años observándose la mayor frecuencia de estas 
infecciones en este grupo etario.  
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Tabla 1  

Frecuencia de infección por Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae utilizando 

PCR como prueba diagnóstica, obtenidas a partir de sangre total/EDTA en pacientes 

atendidos en el Centro Médico Paso Real, Charallave, Edo. Miranda, durante octubre y 

noviembre de 2009.  

Microorganismo  N=106  %  

Mycoplasma pneumoniae  15   13.20  

 Chlamydia pneumoniae  12   11.32  

 
Fuente: Elaboración propia (2017)  

 Tabla 2  

Distribución por edades de las infecciones por Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia 

pneumoniae.  

  

Grupo etario  

Negativos  Positivos   

M. pneumoniae  

Positivos C. 

pneumoniae  

Total (%)  

0 -5 años  30  9  5  44 (41.50)  

6 - 10 años  14  1  4  19 (17.92)  

11 - 20 años  17  0  1  18 (16.98)  

21 – 40 años  8  3  1  12 (11.32)  

 40 años  11  1  1  13 (12.26)  

Total  80  14  12  106  

Fuente: Elaboración propia (2017)  
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Figura 1  

Detección de Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae por Reacción en  

Cadena de la Polimerasa en muestras clínicas  

   

                                                     A                  B  

    

Fuente: Elaboración propia (2017)  

Tabla Figura 1 Detección de Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae por 

Reacción en Cadena de la Polimerasa en muestras clínicas. Luego de la reacción de 
amplificación, los productos fueron separados y visualizados tal como se describe en 

materiales y métodos. A) Detección de Chlamydia pneumoniae. B) Detección de 
Mycoplasma pneumoniae. 1-Marcador de Peso Molecular (a: 200; b: 300; c: 400 y d: 800 

pb). 2- Control positivo para: Chlamydia pneumoniae 871 pb, Mycoplasma pneumoniae 375 
pb, Pneumocistis carini 300 pb y Legionella pneumophila 232 pb. 3- Muestra obtenida de 

pacientes, se señala con una flecha los productos de amplificación obtenidos en estas 

muestras. 4- Control negativo.   

  

Discusión:  

Aunque raramente se describen casos fatales debido a la infección por Mycoplasma 

pneumoniae y Chlamidya pneumoniae, el diagnóstico preciso de los mismos es importante 
ya que permitiría aplicar una terapia más efectiva y oportuna. Durante la primera fase de la 

infección el diagnóstico por métodos serológicos presenta baja sensibilidad y es difícil el 

cultivo de estos organismos. Por esta razón, una alternativa para su diagnóstico, son las 
técnicas moleculares como la PCR. En estos casos, la sensibilidad de la reacción varía con el 

tipo de muestra analizada. En el diagnóstico de neumonías por PCR, se han utilizado muestras 
respiratorias y no respiratorias. La mayoría de los estudios realizados han evaluado muestras 
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de vías respiratorias inferiores (especialmente esputo y lavado broncoalveolar), con las cuales 
se han obtenido buenos resultados. También se han utilizado frotis de garganta o hisopados 

nasofaríngeos los cuales suelen ser útiles y por lo general fáciles de obtener. Los patógenos 
también se pueden detectar en muestras de sangre (sangre completa, suero, plasma y 

leucocitos periféricos) y la orina, pero la utilidad de cada tipo de muestra variará con el tipo 
de patógeno y la fase de la enfermedad (11-15). En los casos específicos de diagnóstico por 

PCR de Mp y Cp, las muestras nasofaríngeas parecen ser las más adecuadas por la alta 
sensibilidad, sin embargo, las muestras de sangre representan una alternativa debido a que 

ofrecen la ventaja de que son estériles, evitando contaminación por organismos colonizado res 

y su positividad tiene una correlación directa con la severidad de la enfermedad, por lo que 
son indicativas de posibles complicaciones (16-20).  

  

 Los resultados obtenidos en este trabajo indican la factibilidad de diagnosticar este tipo de 
patógenos a partir de sangre total, ciertamente no contamos con una prueba “patrón oro” para 

verificar nuestros resultados, sin embargo, al compararlos con los signos y síntomas de los 
pacientes evaluados existe una correlación importante. Por otro lado, con la finalidad de 

evaluar nuestros resultados, a 50 de las muestras evaluadas por PCR se les realizó la prueba 

serológica disponible en el laboratorio, y en este grupo se encontró que de las 15 muestras 
positivas por PCR, solo 6 fueron positivas por prueba rápida, lo cual indica que la PCR es 

capaz de detectar un mayor número de casos positivos para Mycoplasma pneumoniae, a la 
vez la prueba utilizada discrimina entre Mycoplasma y Chlamidya pneumoniae.   

  

Además, los resultados obtenidos nos han permitido realizar una primera aproximación para 
conocer la frecuencia de infección por estos agentes patógenos en la muestra evaluada. Los 

porcentajes de infección por Mycoplasma pneumoniae (13.2%) y Chlamydia pneumoniae 
(11.32%) se asemejan a los datos citados en la bibliografía internacional. Es así, como Denny 

y col (1986) refieren 15% en Estados Unidos, mientras que, Claesson y col (1989) refieren 

10% en Suecia (21), mientras que, Navarrete y col (2003), refieren 8.6 % en Chile (22). 
Adicionalmente, nuestros resultados sugieren que la infección es más frecuente en niños 

menores de 10 años, cifras también similares a las reportadas por otros grupos de 
investigación internacional (23).  

  

Diferentes estudios coinciden en que la neumonía es una causa importante de 
morbimortalidad en la infancia y que microorganismos como Mp y Cp pueden ser los 

responsables de 10-15% de las mismas, tal como lo sugieren nuestros resultados. En este 
sentido, este estudio es una primera aproximación que indica que el diagnóstico por PCR a 

partir de sangre total, es una herramienta valiosa para tener un diagnóstico preciso, específico 

y rápido de este tipo de microorganismos en nuestra región, facilitando un diagnóst ico 
diferencial que contribuye en la aplicación de tratamientos adecuados.  
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Conclusión  

Este trabajo nos permitió determinar por primera vez en nuestra región, que la PCR en sangre 

periférica permite hacer un diagnóstico diferencial y específico de M. pneumoniae y C. 

pneumoniae, determinándose que la mayor frecuencia de infección aguda en los pacientes 
evaluados es 15/106 (13.2%) y 12/106 (11.3%) respectivamente y que los niños menores de 

10 años representan la población más afectada.   
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