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Lurdes Matas Andreu, Sonia Molinos Abds, Gema Fernandez Rivas, Victoria Gonzélez Soler y Vicente Ausina Ruiz

Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario Germans Trias i Pujol. Badalona. Barcelona. Espana.

Mycoplasma pneumoniae es un patégeno exclusivamente
humano y de distribucion universal. Es causa del 10-30%
de las neumonias adquiridas en la comunidad que, por su
forma de presentacion clinicorradiolégica, se denomina
neumonian atipica primaria.

La respuesta inmunitaria se manifiesta por la rapida
produccion de anticuerpos frente a antigenos proteicos y
glucolipidicos del microorganismo. En la primoinfeccion se
produce un incremento en forma de IgM durante la
primera semana, seguido de IgG, y en las reinfecciones se
genera una respuesta de IgG e IgA.

El diagnéstico microbiolégico se ha basado en la
demostracion de anticuerpos especificos. La aplicacion de
técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa en
muestras de esputo o exudado faringeo/nasofaringeo y el
desarrollo de técnicas de reaccion en cadena de la
polimerasa multiple, que permiten detectar M.
pneumoniae y otros patogenos respiratorios, pueden ser
de elevada utilidad en laboratorios de diagndstico clinico.
Las técnicas seroldgicas aplicables mas usuales son la
fijacion del complemento, la inmunofluorescencia, la
aglutinacion de particulas y el enzimoinmunoanalisis. Para
realizar el diagndstico se deben seleccionar las técnicas
por criterios funcionales y, sobre todo, adecuado al grupo
poblacional. La deteccion especifica de IgM no se debe
aplicar en infecciones en ninos mayores ni en adultos.
Tampoco el diagnéstico basado en la seroconversion o el
incremento del titulo de IgG resulta practico, pues es
tardio y, ademas, es dificil obtener una segunda muestra
de suero, dada la levedad del cuadro clinico.
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Serologic diagnosis of Mycoplasma pneumoniae infections

Mycoplasma pneumoniae is a human pathogen with
worldwide distribution. This microorganism is a common
cause (10-30%) of community-acquired pneumonia, also
called primary atypical pneumonia because of the
spectrum of clinical and radiological findings.
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The immune response is mainly based on rapid antibody
production against peptide and glycolipid antigens derived
from this microorganism. During the primary infection,
IgM levels generally rise within the first week, and are then
followed by an IgG response. Titers of IgG and IgA increase
in reinfections.

Microbiological diagnosis is based on specific antibody
detection. Polymerase chain reaction (PCR) techniques
performed on sputum or pharyngeal/nasopharyngeal
exudates, as well as the development of multiplex PCR
reactions allowing identification of M. pneumoniae and
other respiratory pathogens, would by highly useful in
routine diagnosis.

The most common serological techniques are complement
fixation, immunofluorescence, particle agglutination, and
enzyme immunoassay. Diagnosis should be performed by
selecting the most appropriate test according to functional
criteria and population groups. Specific detection of IgiV
antibodies should not be included in the differential
diagnosis in adults and young people. Diagnostic criteria
including seroconversion or rising IgG titers may not be
clinically useful, because of the time delay and the
difficulty of obtaining a second serum specimen for
testing, given the mildness of the clinical symptoms.

Key words: Mycoplasma pneumoniae. Laboratory
diagnosis. Serology.

Caracteristicas generales de Mycoplasma
pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae es una bacteria de la familia
Mycoplasmataceae de la clase Mollicutes caracterizada
especialmente por carecer de pared celular. La clase Mo-
llicutes ha evolucionado a partir de células tipo Clostri-
dium, mediante sucesivas deleciones genéticas hasta las
células actuales que presentan requerimientos nutriciona-
les especificos y tienen un tamarfio menor que la mayoria
de las bacterias. De hecho, son las bacterias mas pequenas
con capacidad de divisién auténoma y vida libre!2. La fal-
ta de pared celular condiciona muchas de las caracteristi-
cas del microorganismo, como su polimorfismo, que no se
tifian con la tincién de Gram, su resistencia a los antibi6-
ticos betalactdmicos y su elevada sensibilidad a las varia-
ciones de pH, temperatura, tensién osmética y detergen-
tes? En la membrana celular se encuentran los principales
determinantes antigénicos tanto proteinicos como glucoli-
pidicos. La proteina P1 es una adhesina de especial im-
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TABLA 1. Infecciones extrapulmonares causadas por Mycoplasma
pneumoniae

Sistema nervioso central
Meningoencefalitis, neuritis 6ptica, paralisis de los nervios
craneales, paralisis ascendente (sindrome Guillain-Barré),
ataxia y psicosis

Piel
Erupcién eritematosa papular o vesicular
Sindrome de Stevens-Johnson

Articular
Mialgias, artralgias y poliartropatias
Artritis séptica (especialmente en caso de
hipogammaglobulinemia)

Cardiaca
Pericarditis, miocarditis y derrame pericardico

Sistema hematopoyético
Anemia hemolitica asociada a aglutininas frias
Purpura trombética trombocitopéncia

Renal
Glomerulonefritis, nefritis tubulointersticial, nefropatia IgA

Gastrointestinal
Voémitos, diarreas y hepatitis colestasica. Pancreatitis

Otros
Otitis externa, otitis media y miringitis
Rabdomidlisis
Conjuntivitis, uveitis anterior, retinitis y neuritis éptica
Abscesos tuboovaricos

portancia en la patogenia del microorganismo y también
es la diana de los principales anticuerpos que produce la
respuesta inmunitaria del hospedador?®.

Mycoplasma no puede observarse en el microscopio 6pti-
co. Para su cultivo en el laboratorio, es muy exigente, y re-
quiere un medio rico en esteroles y con precursores de ami-
nodacidos y nucleétidos preformados, lo que se consigue por
la adicién de suero y extracto de levadura®. Cuando crece,
no enturbia el medio liquido y para observar las colonias
que forma en medio sélido hace falta el microscopio®.

M. pneumoniae es un patégeno primario de las mucosas,
mientras que otras especies de Mycoplasma no patégenas
colonizan la superficie de la mucosa respiratoria. Se trans-
mite de persona a persona por via aérea, pero debido a su
gran sensibilidad a los cambios de temperatura y hume-
dad, para ello necesita un contacto préximo y continuado.
Produce infecciones del tracto respiratorio, generalmente
en forma de neumonia de la comunidad o infecciones de
las vias respiratorias altas?.

Infecciones producidas por M. pneumoniae

Epidemiologia

M. pneumoniae es un patégeno exclusivamente huma-
no y de distribucion universal. Causa el 10-30% de las
neumonias adquiridas en la comunidad*. En algunos estu-
dios supone una frecuencia de 2/1.000 personas-afio®, y la
tasa varia en funcién de la edad; asi, en nifios de 5 a
9 afios, se sitda en 4/1.000/afio®*®. Las infecciones se pro-
ducen sin variaciones estacionales importantes, pero sue-
len presentar ciclos epidémicos cada 3-7 afios que se rela-
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cionan con el otofio y la primavera. También produce in-
fecciones de las vias respiratorias altas, y es el segundo
agente causal, después del virus influenza A, cuando se
determina la etiologia de estos procesos por técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)2. En la actua-
lidad, se sigue considerando que M. pneumoniae es un pa-
tégeno primario. Su deteccién debe valorarse cuidadosa-
mente, puesto que puede persistir en el tracto respiratorio
durante un periodo variable, después de una infeccién cli-
nicamente resuelta por el tratamiento antibi6tico?S.

Cuadro clinico

M. pneumoniae produce infecciones del aparato respira-
torio, principalmente en forma de neumonia que, por sus
peculiares caracteristicas de presentacién clinicorradiolé-
gica, se suele denominar neumonia atipica primaria’. Tras
un periodo de incubacién de 2-3 semanas®, los sintomas
se presentan de manera gradual en varios dias, y consis-
ten en fiebre, tos no productiva, cefalea y mialgias. A me-
nudo se acompana de faringitis, rinitis, otitis y traqueo-
bronquitis?®.

La exploracién fisica se caracteriza por la parquedad de
sintomas y se auscultan ligeros subcrepitantes, aunque los
pacientes pueden presentar crepitantes francos, roncus y
sibilancias’. En la radiografia de térax se observan infil-
trados reticulonodulillares parahiliares o peribronquiales
que pueden ser uni o bilaterales?. Puede observarse la pre-
sencia de un pequeno derrame pleural en uno de cada 4 o
5 pacientes”. En la analitica complementaria suele encon-
trarse una discreta leucocitosis en un 30% de los pacien-
tes?7.

Los nifios con alteraciones inmunolégicas, como la ane-
mia de células falciformes, con anesplenia funcional o con
sindrome de Down pueden desarrollar una infeccién respi-
ratoria grave y de evolucién fulminante’. La hipogamma-
globulinemia es también un factor de riesgo para las in-
fecciones del tracto respiratorio y de sus complicaciones
articulares?.

Las infecciones extrapulmonares ocurren con mucha
menor frecuencia pero pueden cursar con mayor grave-
dad*. Generalmente acompafian a un cuadro respiratorio,
pero pueden aparecer en ausencia absoluta de sintomas de
esta localizacién. Se considera que la afeccion del sistema
nervioso central se debe con mas frecuencia a una reaccién
inmunoldgica sin verdadera presencia del microroganis-
mo*. En la tabla 1 se relacionan las principales manifes-
taciones y complicaciones extrapulmonares.

Patogenia e inmunidad

M. pneumoniae es un patégeno extracelular cuya super-
vivencia depende de su capacidad de adherencia a las cé-
lulas del epitelio respiratorio. Para ello, ha desarrollado un
organelo consistente en una estructura en forma de punta
que acumula un conjunto de proteinas y adhesinas, espe-
cialmente la denominada P1, una proteina de 170 kDa que
regula la interaccion entre el micoplasma y las células del
epitelio respiratorio. La pérdida de esta proteina P1 com-
porta la pérdida de adhesividad y, consecuentemente, de
su capacidad patégena?3.

M. pneumoniae no libera toxinas y las lesiones que pro-
duce se relacionan con el peréxido de hidrégeno que ge-
nera durante su actividad metabdlica. Actia juntamente
con moléculas endégenas de las células del tracto respi-
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ratorio. Los principales efectos citopaticos que se obser-
van consisten en la pérdida de la actividad de los cilios y
la destruccién final del conjunto de la capa epitelial?.

La respuesta inflamatoria local consiste en la produc-
cién de un infiltrado inflamatorio peribronquial y perivas-
cular formado, principalmente, por linfocitos y células
plasmaéticas. La respuesta inmunitaria se manifiesta por
la rapida produccién de anticuerpos frente a los antigenos
proteinicos y glucolipidicos del microorganismo?3#. En la
primoinfeccién, la dindmica de produccién de anticuerpos
se inicia con un incremento de IgM que se acompana de
IgG al cabo de 2 semanas. También se produce IgA de ma-
nera mas temprana y efimera que IgM. En las reinfeccio-
nes se genera una respuesta por IgG e IgA que, tras opso-
nizar el micoplasma, facilita su fagocitosis y su posterior
lisis con ayuda del complemento®. Se ha sugerido que la
falta de respuesta inmunolégica protectora contra la rein-
feccion se debe a que los epitopos inmunodominantes son
diferentes de los dominios que condicionan la adherencia?.

Diagnéstico

En la neumonia producida por M. pneumoniae se detec-
ta en la analitica general una moderada leucocitosis y pue-
den demostrarse crioaglutininas entre 1y 2 semanas des-
pués de la infeccion. La presencia de crioaglutininas es
inespecifica, puesto que tinicamente aparece en un 50% de
los pacientes con neumonia por M. pneumoniae y porque
también se produce en otras infecciones bacterianas y vi-
rales?. Algunos autores valoran el hecho de que entre el
72 y el 92% de los pacientes con neumonia y crioaglutini-
nas positivas desarrollen una respuesta especifica para M.
pneumoniae®. La presentacion radiolégica de la neumonia
atipica primaria es muy variable. Se observa afeccién bila-
teral en tan s6lo un 20% de los pacientes’.

El diagnéstico microbioldgico en la practica habitual se
ha basado, generalmente, en la demostracién de anticuer-
pos especificos. Varios factores contribuyen a esta situa-
cion. En primer lugar, las técnicas de cultivo son caras,
laboriosas, lentas (entre 4 dias y varias semanas)$, relati-
vamente poco sensibles (10° unidades formadoras de colo-
nias [UFC]/ml)* y, a menudo, no son abordables para la
mayoria de los laboratorios de diagnéstico clinico. En los
cultivos de muestras respiratorias, bien sean aspirados
nasofaringeos, exudados faringeos o esputos, la presencia
de otras especies de Mycoplasma comensales obligan a
realizar pruebas de identificacién para M. pneumoniae.
Las técnicas rapidas para deteccién de antigeno tampoco
han tenido gran aceptacién debido a su baja sensibilidad
y especificidad?.

La aplicacién de técnicas de PCR, bien por técnicas con-
vencionales, bien en sistemas de PCR en tiempo real
(RT-PCR), ha cambiado algunos de los conceptos epide-
mioldgicos y clinicos que se tenian acerca de Mycoplasma.
Las principales ventajas de estas técnicas radican en su
sensibilidad (en funcién del método se pueden detectar en-
tre 10 y 100 bacterias)?, su rapidez, en la posibilidad de ob-
tener resultados en un dia, asi como su posible aplicacién
sobre muestras con elevado inéculo de bacterias acompa-
fiantes, en las cuales es muy dificil aislar Mycoplasma por
cultivo®. Los mejores rendimientos de la PCR se obtienen
en muestras de esputo, pero en general se realizan en exu-
dado faringeo, debido a la escasa productividad de la tos
que acompafa a la neumonia de esta etiologia. Aunque

algunos autores prefieren el exudado faringeo al aspirado
nasofaringeo por la mayor frecuencia de inhibiciones de
la PCR en estas muestras, no existen datos concluyentes
que demuestren el superior rendimiento de ninguna
muestra en concreto!?. El estudio combinado de diferentes
muestras, como siempre ocurre, permite un mayor niime-
ro de detecciones. La persistencia de micoplasma en las
muestras respiratorias ha sugerido la necesidad de cuan-
tificar el nimero de copias/ml que permita diferenciar la
infeccion clinica de la colonizacién residual. Actualmente,
el desarrollo de técnicas de PCR multiple, que permite
detectar Mycoplasma junto con otros patégenos respirato-
rios, como Chlamydophila pneumoniae, puede ser de uti-
lidad en la préactica habitual de los laboratorios de diag-
noéstico clinico®.

En la actualidad, la serologia continta siendo el método
diagnéstico mds ampliamente aplicado para el diagnéstico
de las infecciones por M. pneumoniae. Las particulares
consideraciones que merece este apartado hacen que lo
individualicemos del resto de los métodos diagnésticos.

Diagnostico serologico

Técnicas serologicas disponibles

Las primeras determinaciones de respuesta inmunolé-
gica especifica frente a M. pneumoniae se realizaron por
técnica de fijacién del complemento (FC), utilizando como
antigenos bien un extracto lipidico de M. pneumoniae,
bien una suspensién de lisado bacteriano®. La compleji-
dad antigénica de este microorganismo, en comparacion
con los virus, condiciona un mayor nimero de inespecifi-
cidades’?. También se observan reacciones cruzadas con
los antigenos glucolipidicos de otros Mycoplasma. La téc-
nica de FC determina principalmente IgM y, en menor
medida, IgG. La demostracién de un incremento de 4 ve-
ces el titulo entre una muestra de la fase aguda y una de
la fase de convalecencia, o bien titulos superiores o igua-
les a 1/32 ofrece una sensibilidad del 90% y una especifi-
cidad del 88%'*. La complejidad y las multiples variables
a controlar con esta técnica han contribuido a que la ma-
yoria de los laboratorios busquen otras alternativas de
diagndéstico serolégico.

Las técnicas de inmumofluorescencia (IF) son relativa-
mente faciles de realizar y permiten un resultado cuanti-
tativo. Sus principales limitaciones son la subjetividad de
la interpretacién de los resultados obtenidos y la reactivi-
dad cruzada con el factor reumatoide.

Las técnicas de aglutinacién pasiva utilizan un soporte
como el latex o la gelatina para una mezcla de antigenos
especificos de M. pneumoniae. Detectan conjuntamente
IgG e IgM, y permiten también su cuantificacién®. La
aglutinacion de particulas de gelatina es de muy f4cil rea-
lizacién y considerable especificidad, si bien para conse-
guir una maxima sensibilidad se recomienda realizar la
determinacién en 2 muestras seriadas®!2. En un estudio
comparativo con técnicas de PCR, Templeton et al® obser-
varon que una muestra de suero de la fase inicial permite
detectar el 50% de las infecciones, y que la sensibilidad
alcanza el 66% si se dispone de una muestra de la fase de
convalecencia, siempre que se valoren aglutinaciones a ti-
tulos iguales o superiores a 1/320.
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Las técnicas de enzimoinmunoanalisis (EIA) se han im-
puesto en la mayoria de los laboratorios clinicos. Para la
preparacién de los reactivos necesarios se utiliza una gran
diversidad de preparados antigénicos (proteinas purifica-
das, péptidos sintéticos, mezcla de antigenos crudos, glu-
colipidos purificados), que permiten la deteccién de IgG o
de IgM y en diferentes presentaciones (técnicas de captu-
ra-u, microplacas, en soporte de membrana)!. Las pruebas
de EIA parecen muy sensibles para la deteccién de anti-
cuerpos especificos, presentando como siempre la ventaja
de ser automatizables y de necesitar un volumen de suero
reducido®. Las presentaciones en soporte de membrana
permiten determinaciones cualitativas de IgM, general-
mente en presentaciones unitarias de facil realizacién y
que permiten obtener resultados de manera muy rapida‘?.
También existen presentaciones en soporte de membrana
que permiten detectar tanto IgG como IgM y que han de-
mostrado tener una sensibilidad y una especificidad bue-
nas. En cualquier caso, para alcanzar una buena sensibili-
dad diagnoéstica con las técnicas de EIA, sigue siendo
necesario disponer de una muestra de suero del periodo de
convalecencia®13,

La deteccion de IgA se considera el mejor indicador de
infeccion aguda; sin embargo, Csang6 et al4, utilizando
reactivos comercializados, encuentran un 68,5% de positi-
vidad para esta inmunoglobulina en donantes de sangre.

Principales condicionantes de la respuesta
inmunoldgica a M. pneumoniae

Una vez revisadas las técnicas serolégicas disponibles, y
para evaluar los resultados que se obtienen en funcién de
la técnica aplicada, es conveniente tener presente la dina-
mica de produccién de anticuerpos frente a esta bacteria.
La respuesta inmunolégica en la primera infeccién por
M. pneumoniae se produce rapidamente, y alcanza la ma-
xima concentracién de anticuerpos en unas 3-6 semanas,
para seguidamente disminuir de forma gradual durante
meses, aunque pueden persistir hasta 4 afos*. Las IgM es-
pecificas anti-Mycoplasma aparecen durante la primera
semana de la infeccién y preceden en unas 2 semanas a la
IgG. A menudo los anticuerpos estdn presentes en el mo-
mento de la sintomatologia clinica debido al largo periodo
de incubacién?.

En la reinfecciéon no hay respuesta de IgM sino una ra-
pida elevaciéon de IgG que se acompana de produccion de
IgA. Ademas, se ha observado que, si se produce IgM, pue-
de persistir durante meses o afios, de modo que, en el adul-
to joven, la deteccién de IgM puede no responder a una in-
feccién recienteb. Asi, en la primoinfeccién las técnicas de
deteccion de IgM tienen una sensibilidad y una especifici-
dad buenas, mientras que, en las reinfecciones, la falta de
deteccion de IgM especifica no permite descartar una in-
feccion aguda por M. pneumoniae*. Otros factores que tam-
bién se deben tener en cuenta para el diagnéstico etiolégico
de estas infecciones por serologia es que, al tratarse, por lo
general, de una enfermedad no grave, incluso se ha deno-
minado la neumonia del paseante (walking pneumonia), no
requiere ingreso hospitalario de la mayoria de los enfermos
y su recuperacion, relativamente réapida, dificulta el cum-
plimiento de recogida de una segunda muestra, especial-
mente en nifos, pero también en adultos.
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Los patrones epidemiolégicos clasicos deben replante-
arse debido al cambio de costumbres y a las posibilidades
diagnoésticas de las nuevas técnicas de PCR. En la actua-
lidad, se sabe que la primoinfeccién se da cada vez con
mads frecuencia en nifios de 3-4 afios o incluso menores,
cuando antes se creia muy rara por debajo de los 5. Tam-
bién se observa, con una frecuencia mayor de la esperada,
en personas adultas o de edad avanzada®. También contri-
buye al problema diagnéstico de esta entidad el hecho de
que en el adulto se produzcan con frecuencia infecciones
asintomaticas o muy leves, lo que tal vez pueda relacio-
narse con un cierto grado de inmunidad debida a infeccio-
nes previas.

Con todas las premisas anteriores, en el momento de
plantear el diagnéstico de las infecciones por M. pneumo-
niae en el laboratorio se deben seleccionar las técnicas no
s6lo por criterios funcionales (posibilidad de automatiza-
cién, respuesta minuto, etc.) sino también adecudandolas
al grupo poblacional. Las técnicas de EIA para deteccién
especifica de IgM no deberian aplicarse en las infecciones
de los nifios mayores ni de los adultos, dado que las rein-
fecciones no condicionan una buena respuesta de IgM.
Ademas, los reactivos comercializados deben valorarse
cuidadosamente, sobre todo por lo que respecta a su es-
pecificidad®!3. Tampoco resulta practico plantear el diag-
noéstico basdndose en la demostracién de IgG, con sero-
conversién o incremento significativo del titulo, puesto
que ello nos obliga a un diagnéstico muy tardio que, en
una enfermedad generalmente leve, es de muy dificil
cumplimiento.

Con cierto pragmatismo, y con criterios de oficio, pare-
cen mads utiles las técnicas que detectan tanto IgG como
IgM, puesto que permiten el diagnéstico de la primera in-
feccién ya en el momento de la consulta, especialmente en
los nifios pequefios. Un porcentaje considerable de casos
quedar4 diagnosticado ya con la primera muestra de sue-
ro, pero ademds la dindmica de produccién de anticuerpos
a menudo permite confirmar un diagnéstico dudoso sim-
plemente repitiendo la determinacién 2 o 3 dias después.
Unicamente en casos seleccionados serd necesario espe-
rar 2-3 semanas para observar una seroconversién o un in-
cremento significativo del titulo de anticuerpos.

Probablemente, la proliferacién de sistemas de PCR a
tiempo real y de PCR miltiple permitir4, en un futuro ya
muy préoximo, el diagnéstico etiolégico de las neumonias.
El diagnoéstico serolégico persistira inicamente en funcién
de las diferencias en el coste, tanto de reactivos como de
utillaje.
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