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Evaluacion de Medios de Cultivo para Mycoplasma pneumoniae.
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El cultivo de Mycoplasma pneumoniae representa un importante reto para el laboratorio de
Bacteriologia, debido a sus caracteristicas de crecimiento y variedad de requerimientos
nutricionales. El control de calidad de los medios de cultivo es un proceso que debe ser
continuo y se extiende desde las materias primas hasta el producto final. En este trabajo se
evaluaron varios medios de cultivo para M. pneumoniae, preparados de manera “casera” en el
laboratorio, empleando estrictas medidas de control de calidad. El objetivo era disminuir el
costo en la preparacion de los mismos y estandarizarlos para el mantenimiento de cepas, para
Su uso posterior como apoyo para la evaluacién de técnicas de biologia molecular para el
diagnéstico rapido. De esta manera se obtuvieron resultados éptimos en el crecimiento de la
cepa de M. pneumoniae en cada uno de los medios evaluados.

Palabras Claves:Mycoplasma pneumoniae, medios de cultivo, control de calidad.

Title
Evaluation of culture media for Mycoplasma pneumoniae

Abstract

Culture of Mycoplasma pneumonia represents an important challenge for the bacteriological
laboratory, due to growth characteristics and the variety of nutritional requirements of
mycoplasms. Quality control must be continuous and extends from the raw materials to the final
product. In this work, several homemade culture media for M. pneumoniae were evaluated,
using strict quality control measures. The objective was to test for a reliable and economic way
to standardize different culture media for its later use in the evaluation of molecular biology
techniques for rapid diagnosis. In summary, we obtained optimal results in growing the strain of
M. pneumoniae in each one of the media evaluated.

Key Word
Mycoplasma pneumonia, culture media, quality control.

Evaluacién de Medios de Cultivo para Mycoplasma pneumoniae.

Introduccion

Los micoplasmas son las bacterias de vida libre mas pequefias capaces de crecer en medios
de cultivo libres de células. Pertenecen a la Clase Moallicutes, Orden Mycoplasmatales, Familia
Mycoplasmataceae y Género Micoplasma. Este Ultimo incluye mas de 100 especies, las
cuales se caracterizan por carecer de pared celular y ser pleomorficas. Poseen una membrana
de tres capas que contiene esteroles que les confiere soporte estructural. La mayoria de los
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micoplasmas son anaerobios facultativos y su energia la obtienen principalmente a través del
metabolismo de carbohidratos (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8). En el ser humano se han aislado 13
especies de micoplasmas, entre las cuales se destaca Mycoplasma pneumoniae. Este
microorganismo se caracteriza por tener forma de bastén, mide aproximadamente 10 x 20 nm,
y presenta en un extremo una organela responsable de su union a las membranas celulares.
Clinicamente produce infecciones del tracto respiratorio, generalmente en forma de neumonia
de la comunidad o infecciones del tracto respiratorio alto. Se le atribuye la causa de
aproximadamente el 20% de las neumonias adquiridas en la comunidad (NAC) en la poblacién
general y el 50% de las neumonias en personas en condiciones de hacinamiento. Las
infecciones extrapulmonares ocurren con menor frecuencia pero pueden ser mas graves:
producen infeccion localizada en sistema nervioso central, piel, articulaciones y otros. Estas
Ultimas, generalmente se acompafian de un cuadro respiratorio, pero pueden aparecer en
ausencia absoluta de sintomas en estas localizaciones (3, 6, 7, 9). Debido a la importancia de
M. pneumoniae como agente causal de las NAC, se hace necesario disponer de un método
diagnéstico que sea sensible y especifico para aplicar el tratamiento apropiado a los pacientes
y disminuir la morbilidad. El cultivo y aislamiento de micoplasmas y mas especificamente de M.
pneumoniae representa un importante reto para el laboratorio, ya que este microorganismo
posee caracteristicas muy particulares, siendo exigentes desde el punto de vista nutricional y
sensible a variaciones de pH, temperatura y presion osmotica. Por lo tanto se deben garantizar
condiciones optimas para su desarrollo en medios de cultivo para mantener o aislar cepas (7,
8, 9). El cultivo de micoplasmas patdgenos para humanos requiere de un medio de cultivo base
enriguecido con peptona, extracto de levadura y suero, todo esto suplementado con un sustrato
metabdlico (generalmente glucosa). Adicionalmente, se utilizan indicadores de pH como el rojo
de fenol para poder detectar el crecimiento del microorganismo, ya que usualmente no
producen turbidez en medio de cultivos liquidos debido a su pequefio tamafio. Para recuperar
M. pneumoniae a partir de muestras clinicas, especialmente en muestras tomadas de sitios no
estériles, ademas de los componentes del cultivo antes mencionados, se requiere de
antibioticos como Penicilina G o una penicilina semi-sintética de amplio espectro a fin de
minimizar el sobrecrecimiento bacteriano. En ocasiones también se emplea el acetato de talio
para inhibir el crecimiento de otras bacterias ya que los micoplasmas son resistentes a su
accion a concentracion de 1:10.000 partes en el medio de cultivo, y azul de metileno que inhibe
el crecimiento de otros micoplasmas, de modo que el medio resulta selectivo para M.
pneumoniae (3, 7, 10). Entre los medios de cultivo mas utilizados se destaca el Caldo y el agar
SP4 (pH 7,5) el cual fue formulado originalmente para el cultivo de espiroplasma y es
considerado el mejor medio de uso general. Otros medios incluyen el Medio de New York City
modificado, el Sistema Trifasico (Mycotrim RS, Irvine Scientific, Irvine, Calif.), y el agar y caldo
PPLO (pleuroneumonia like organism) con extracto de levadura y suero de caballo (2, 7).
También se recomienda el uso de medios bifasicos, en donde los tubos contienen una fase
sélida de agar y una fase liquida o caldo con una composicién similar al agar, ya que se ha
observado que estos medios aumentan la recuperacion de los micoplasmas en comparacion
con los medios de cultivos solidos (3, 7, 11). En general, los medios de cultivo para M.
pneumoniae deben incubarse a 37°C, durante un periodo de tiempo maximo de 4 semanas, el
tiempo para observar crecimiento va a depender de la cantidad de bacterias presentes en el
inoculo inicial. En el caso de los medios en caldo se considera que una turbidez macroscopica y
un cambio acido o alcalino del indicador en 1-5 dias se deben a contaminacion bacteriana, por
el contrario, un cambio gradual y leve del indicador del pH en 8-15 dias, sin turbidez
macroscopica sugiere un cultivo verdaderamente positivo. Cuando los cambios de color son
evidentes, el caldo debe subcultivarse rapidamente en un medio apropiado con agar, ya que a
medida que se acumula mas acido los micoplasmas rapidamente se tornan no viables. Si no
hay cambio de color obvio después de 1 y 3 semanas de incubacion en el medio bifasico, debe
realizarse un subcultivo a ciegas en medios de agar (3, 7). Debido al pequefio tamafio del M.
pneumoniae, sus colonias no pueden ser visualizadas en los medios de agar a simple vista,
solo mediante el uso de un microscopio estereoscépico (objetivo de 20X o 60X) observandose
redondas con superficie granulosa y sumergidas en el agar. Es importante resaltar que el M.
pneumoniae puede mostrar 0 no esta apariencia caracteristica y ademas se debe ser
cuidadoso en diferenciar esta morfologia de artefactos tales como burbujas de aire, agua o
gotas lipidos los cuales pueden causar confusion (3, 7). Con todo lo anteriormente mencionado,
se destaca la complejidad que implica el uso de medios de cultivo para el aislamiento o
crecimiento de M. pneumoniae, mas aun si su preparacion se realiza de manera casera,
debido a la variedad de suplementos e inhibidores. Esto se contrapone con el costo, el cual se
incrementa si dichos suplementos son adquiridos de manera comercial. Adicional a esto, el
tiempo de crecimiento del microorganismo también es una desventaja, que impide realizar un
diagnéstico rapido o en la fase aguda de la enfermedad. Se debe disponer ademas de un
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personal con experiencia para la observacién de las colonias microscépicas, por tanto, su
implementacion en los laboratorios de rutina no es sencilla. Es por ello que en el entorno clinico
clinica se emplea para el diagnostico de M. pneumoniae como agente causal de NAC, de
manera muy frecuente la serologia. Esta técnica requiere la toma de dos muestras de suero en
periodos de tiempo distintos, por lo que tampoco se obtiene un diagnostico rapido, y en
consecuencia el tratamiento se realiza de manera empirica, y a lo largo del tiempo puede en
consecuencia seleccionar cepas resistentes. Es importante destacar que en la actualidad en
Venezuela no se esta realizando cultivo para M. pneumoniae y es de nuestro interés en la
Seccion de Bacteriologia del Instituto de Medicina Tropical (IMT), conocer las ventajas y
desventajas que ofrecen los medios de cultivo con la finalidad de utilizarlos como apoyo en el
mantenimiento de cepas para que en posteriores estudios nos permita estandarizar y
desarrollar técnicas de diagnéstico rapido como la PCR para la deteccion de M. pneumoniae
como agente causal de infecciones respiratorias.

Materiales y métodos

Cepa: Se tilizé solo una cepa de M. pneumoniae en Caldo PPLO cuya concentracion de
UFC/ml se desconocia, que fue proporcionada gentilmente por el Dr. Arend Kolk del Royal
Tropical Institute, Amsterdam, Holanda.

Medios de cultivo para M. pneumoniae (7, 9, 12, 13): Para la elaboracion de los medios a
evaluar se utilizd el caldo para micoplasma (Mycoplasma broth) de la casa comercial OXOID y
los suplementos para este se prepararon de manera casera y posteriormente agregados al
medio base. Adicionalmente fue donado por el Dr. Kolk, el medio comercial Bacto PPLO Broth
(2,1 gr en 70 ml de agua destilada estéril) y dializado de levadura (10 ml) elaborado de manera
casera en el Royal Tropical Institute, Amsterdam, Holanda. A este Ultimo se le agregé suero de
caballo (20 ml) y agar (1,5 gr) en nuestro laboratorio. Este medio se utilizé a manera control
para el crecimiento de la cepa de M. pneumoniae ya que es el mismo medio base donde fue
transportada la cepa. A continuacion se presenta una tabla que muestra las variantes de
composicion de los medios que fueron evaluados en este trabajo (ver TABLA 1).

TABLA 1. Composicion de medios de cultivo evaluados

Caldo para Agar para Dal/pare Medio bifasico para

micoplasma (CM) micoplasma (AM) mﬁ%ﬂ%’;‘:&s‘\:a‘ micoplasmas (MBM)

70 ml Caldo base + 20 ml suero de caballo + 10ml levadura comercial al 25%

05ml Rojo de fenol | 15 gr Agar 0.25ml de Acetato de | Ager:
0,4% talio 10% 100mi AMI
2ml glucosa 50% 3ml soluc, Penicilina 1ml azul de metileno 1%
100.000 U/ml 0,5ml Rojo de fenol 0 4%
2 Oml glucosa 50%
Caldo:
100ml CBM

0.2ml Azul de metileno 1%
1.0ml Rojo de Fenol 0,4%

4 Oml de glucosa 50%

05ml Acetato de talio 10%
6,0ml Penicilina 100.000
U/l

A cada uno de los medios se le realizd control de calidad para verificar su esterilidad,
incubandolos a 37°C durante 24 horas y observado posteriormente de manera macroscoépica la
presencia o no de turbidez en los caldos, o colonias en los medios de agar.

Siembra de medios de cultivo.

Inicialmente, se inocularon 100pl de la cepa de M. pneumoniae en caldo para micoplasmas
(CM) y en el medio bifasico para micoplasma (MBM). Cada siete dias los liquidos o caldos
fueron repicados en agar PPLO, agar para micoplasma (AM) y agar para micoplasmas con
inhibidores (AMI). Los medios en caldo fueron incubados en atmosfera de aire a 37°C y las
placas selladas se incubaron en atmdsfera de CO, a 37°C. El periodo de incubacion fue de
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tres (3) semanas, durante las cuales se realizd observacion diaria a los mismos para obtener
evidencia de crecimiento bacteriano mediante viraje del indicador de pH producto del
metabolismo de la glucosa en el caldo y la observacion microscopica (objetivo 10X) para
evidenciar la presencia de colonias en el agar.

Identificacion mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Para confirmar o verificar la especie bacteriana a partir del crecimiento obtenido en los medios
de cultivo, se empled la técnica de PCR segun la metodologia de Waring y col (2001),
empleando como blanco de amplificacion el gen de adhesina P1 de M. pneumoniae (nimero
de acceso del GENEBANK AE000002). Bajo estas condiciones de reaccion se generan
productos de amplificacién en el rango de 309 a 339 pb, debido a que los iniciadores
empleados en esta reaccion, tienen como blanco designado regiones conservadas del gen de
adhesina P1 que se encuentran repetidas hasta diez (10) veces dentro del genoma de M.
pneumoniae, lo cual incrementa la sensibilidad del ensayo de PCR sobre aquellos métodos
tipicos que utilizan un blanco no repetido. Este estudio realizado por Waring y col (2001)
demostré que la técnica tiene un 100 % de especificidad para amplificar el gen de adhesina P1
de M. pneumoniae. A continuacion se describe la metodologia aplicada:

1.- Extraccién de ADN de Mycoplasma pneumoniae.

Se tomaron 500pl de un caldo de cultivo con viraje de color y luego de centrifugar a 13.000 xg
durante 10 minutos, se retird el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 30ul de agua
estéril. Se incubd a 95°C por 15min en bafio de agua (14).

2.-Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RCP) para M.pneumoniae.

Para la identificacion se empled la amplificacion de fragmentos especificos del gen de
adhesina P1 de M. pneumoniae con los iniciadores:

MP-F (5-CCCTCGACCAAGCCAACCTC-3)
MP-R (5-TGCGCGTTGTTCTTGTTGGTG-3").

La mezcla de reaccion con un volumen final de 100ul, contiene 1uM de cada primer, 200uM de
cada dinucleotido, 10mM de Tris-HCI (8,3), 50mM de KCI, 6mM de MgCl, y 2,5U de taq
polimerasa (15).

Las muestras fueron sometidas al siguiente programa: un paso de desnaturalizacion inicial a
95°C por 9 min, la amplificacion consistio en 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C, hibridizacién
a 62°C y extension 72°C por 30 seg cada una, finalmente un paso de extension a 72°C por 7
min (15).

3.- Separacion electroforética en Geles de Agarosa.

Los productos obtenidos luego de la amplificacion fueron visualizados mediante separacion
electroforética en gel de Agarosa al 2%, en buffer TAE (40 mM Tris-acetato pH 8.3, 1 mM
EDTA), conteniendo bromuro de etidio (0,5ug/ml). Las muestras se mezclaron con buffer de
carga (0.005% azul de bromofenol, 50% glicerol) en una proporcion de 2ul de buffer para 8l
de muestra, y se colocaron en cada uno de los bolsillos del gel. Para cada corrida
electroforética se incluyd un patrén de peso molecular de 100bp (10ul de una solucién de
2,1ug/ml). Los geles de un tamafio de 15,5cm x 10,2cm y un grosor de aproximadamente
0,8cm, se corrieron en una camara electroforética, sumergidos en buffer TAE, a 100V y 200mA
durante una hora. Los fragmentos producto de la amplificacién fueron visualizados bajo luz
ultravioleta y registrados mediante fotografia digital (15). El registro de los resultados se realizd
con una camara digital Kodak DC290 que permite la captura digital de quimioluminiscencia. Las
imagenes obtenidas se transfirieron a una computadora para su almacenamiento, impresion y
anélisis.

Resultados

Nuestros resultados indican que luego de realizar el control de calidad para los medios de
cultivo, no se evidencié ningun tipo de crecimiento macroscopico en los medios de cultivo
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las colonias para cada uno de los medios de cultivo empleados.

. Tiempo de N° de s
Medios de cultivo recimiente IEcaionlas Morfologia de las colonias
Caldo para LA
micoplasmas
17 dias
Medio bifasico —
para micoplasmas
Agar para 20-30 Colonias  con centro  denso,
micoplasma colonias | tamafios variables
Agar para 8-10 Colonias  con  centro  denso,
micoplasma con 7 dias cnlosled tamafios variables
inhibidores
20-30 Colonias granulosas de superficie y
Agar PPLO colonias tamafio uniforme,

FIGURA 1.
Morfologia de las
colonias de

M pneumoniae
en Agar PPLO
{objetivo 10X).

probados, lo que muestra que la esterilidad de los mismos era satisfactoria. Durante la primera
y segunda semana de incubacién de los medios CM y MBM inoculados con la cepa
M.pneumoniae, no se evidencioé variacion en el pH de los medios. Esto pudo ser corroborado
posteriormente, ya que en los repiques o subcultivos realizados a los siete (7) y a los catorce
(14) dias de incubacion de los caldos en las placas de agar (AM, AMI y agar PPLO) no se
observo crecimiento. A partir de la tercera semana de incubacion de los medios liquidos, se
observd un leve viraje o cambio del indicador de pH. Exactamente el dia diecisiete (17) se
realizo el tercer repique en placas de agar (AM, AMI y agar PPLO), en los cuales al séptimo
dias de incubacion se observé crecimiento bacteriano, con colonias de morfologia variable para
cada uno de los medios (ver TABLA 2).

En ese primer aislamiento, en el medio PPLO se observaron colonias de superficie granuladas,
de tamafio uniforme y pequefias (ver FIGURA 1),

en comparacion con las colonias observadas en el medio AM, donde se presentaba gran
diversidad de tamafio como en forma, en la cual predominaba la colonia granulosa con centro
denso (ver FIGURA 2).
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FIGURA 2.
Morfologia de
colonias de
M.pneumoniae
en Agar para
micoplasmas
{objetivo 10X).

Esta diferencia en la morfologia de las colonias entre el agar PPLO y el AM, pudiera atribuirse
a la distinta composicién de cada uno de los medios. Por ejemplo, el agar PPLO emplea como
uno de sus componentes extracto de levadura dializado (no comercial), mientras que en el AM
se emplea un extracto de levadura comercial. Aun cuando en la literatura no se hace referencia
al efecto de estos componentes en la morfologia, es posible que estas modificaciones pudieran
explicar los cambios en la morfologia de la colonia, aunque ciertamente no se puede afirmar.
Luego de observar detalladamente las placas de agar (PPLO, AM y AMI) en su totalidad con
microscopio optico (objetivo 10X), el nimero de colonias en el agar PPLO y el AM fue similar
en un rango de 20 — 30 colonias por placa, no asi en el AMI, ya que en este el nimero de
colonias fue marcadamente menor al encontrado en los medios sin inhibidores en un rango de 8
— 10 colonias por placas (ver TABLA 2). Una vez evidenciado el crecimiento bacteriano en los
caldos de cultivo y la observacién microscopica de colonias en las placas de agar, se empled la
técnica de PCR a partir de los medios en caldos para determinar el género y la especie del
microorganismo, para ello se procedid a realizar la amplificacion de regiones conservadas del
gen de adhesina P1 del M. pneumoniae con los iniciadores MP-F/MP-R. Los productos de
amplificacién fueron evidenciados mediante la observacion con luz UV de una banda
correspondiente al producto de amplificacion que se ubica aproximadamente en 325 pb
correspondiente al fragmento del gen de adhesina P1, confirmandose asi que el crecimiento
correspondia a M. pneumoniae (ver FIGURA 3).

PM 1 2
— FIGURA 3. PCR a partir del
= crecimiento de M. pneumoniae
@ en Caldo para micoplasmas.
!' 1.- PCR de M.pneuwmoniae can los primers
- MP-F / MP-R.
e |' 2 .- Control negativo.
- PM.- Marcador de peso molecualr 100bp.
-
Discusién

Se puede concluir de este trabajo, que en la preparacion de los medios de cultivo para
micoplasma es importante tomar en cuenta un nimero de variables que se deben manejar, la
mayoria de ellas relacionadas con la variedad necesaria de suplementos, debido a que esto
complica su preparacién e incrementa el riesgo de errores que como resultado final pudiera
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afectar el mismo, no favoreciendo el crecimiento del microorganismo en estudio o haciéndolo
con muy poca efectividad. También la continua manipulacion del medio durante la preparacion,
se incrementa la probabilidad de contaminacion. A pesar de esto, en nuestro estudio ninguno
de los medios preparados presenté contaminacion alguna. Esto sugiere que, tomando las
medidas necesarias, se puede reducir al minimo la posibilidad de contaminacion. Todos los
medios de cultivo preparados en el laboratorio para el M. pneumoniae funcionaron de manera
Optima, y permitieron el crecimiento de la cepa en un tiempo aproximado de 17 dias, lo cual
esta dentro del rango descrito en la literatura. Ademas, el tiempo de crecimiento fue
comparable con lo observado en el agar PPLO, el cual como se mencion6é anteriormente fue
empleado como control para conocer la viabilidad de la cepa. La menor cantidad de colonias
observadas en el AMI a partir de un inoculo similar al de los otros medios de cultivo, no se
puede atribuir de manera especifica, solo podemos mencionar que este medio tiene otros
componentes adicionales que sirven como inhibidor de otras bacterias (acetato de talio) e
inhibidores de otras especies de micoplasmas (azul de metileno). Sin embargo, se observé el
mismo fendmeno con cada siembra en ese medio, esto seria determinante al momento a
realizar un aislamiento de M. pneumoniae a partir de una muestra con un bajo inoculo
bacteriano. Con todo lo descrito anteriormente podemos concluir que la metodologia empleada
para la elaboracién de los medios de cultivo para M. pneumoniae en el laboratorio cumple con
los parametros estandar, y que los mismos permiten el crecimiento del microorganismo de una
manera optima y en el tiempo esperado, por lo tanto pueden ser empleados para el
mantenimiento de la cepa de M. pneumoniae y en consecuencia como apoyo para la
estandarizacion de otras técnicas en futuros estudios.
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NOTA: Toda la informacion que se brinda en este articulo es de caracter investigativo y con fines académicos y de actualizacion
para estudiantes y profesionales de la salud. En ninglin caso es de caracter general ni sustituye el asesoramiento de un médico.
Ante cualquier duda que pueda tener sobre su estado de salud, consulte con su médico o especialista.
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