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INTRODUCCION




Introduccion _
Neumonia en pediatria

Principales causas de muerte en nifios a nivel mundial -200Q (OMS)

TE— Anualmente se  presentan 270
| casos100.000niflosmenoresde 2 ailos
gt e /Es la sexta causa de consulta mas

4%

- ) - frecuenteen los serviciosde urgenciasen
= la poblaciénentre 0-4 ainos
- A atercera causade mortalidad en nifios
g menoresde un ano.

WHO/HIS/HSI/GHE/2014.6)



Introduccion

Neumonia Adquirida en la Comunidad (NAC)

Definicibnde NAC

/Sedesarrollamientrasel pacientevive en sucomunidad

/Seadquierepor fueradel ambientehospitalario

/Enel ambiente hospitalarioaparecedentro de las primeras
48 horasdespuésdel ingresoo masde 7 diasdespuesdel
egreso




Introduccion

M. pneumonia€omo agente etioldgico de NAC

Etiologiade la NAC en 525 nifilos hospitalizados
Vallede Aburra2011-2012Datosno publicados

Etiologia de la NAC en 311 pacientes
hospitalizados Vallede Aburra2005;2006
Diagnostic Unique | Total/311
Etiologic agent Category pathogen patients
Definite | Probable (%)" (%)
Streptococcus pneumoniae 28 58 48 (55.8) 86 (27.6)
Mycoplasma pneumoniae 31 12 20 (46.5) 43 (13.8)
Influenza A B 31 0 11 (35.5) 31 (10)
Chlamydophila pneumoniae 17 10 9 (33.3) 27(8.7)
Adenovirus 22 0 4 (18.1) 22 (7.1)
Coxiella burnetii 6 12 8 (44.4) 18 (5.8)
Respiratory Syncytial Virus 13 0 2 (15.3) 13 (4.2)
Enterobacteriaceae¥ 5 6 8 (72.7) 11 (3.5)
Mycobacterium tuberculosis 9 0 5 (55.5) 9 (2.9)
Staphylococcus aureus 5 3 6 (75) 8 (2.6)
Haemophilus influenzae 0 7 2 (28.5) 7 (2.2)
Other Gram-positive cocci® 5 2 6 (85.7) 7 (2.2)
Parainfluenza virus 1,2,3 6 0 1 (16.6) 6 (1.9)
Legionella pneumophila 5 1 2 (33.3) 6(1.9)
Environmental Gram-negative 1 2 1(33.3) 3(2)
bacillil
Histoplasma capsulatum 1 0 1 1(0.3)
Moraxella catarrhalis 0 1 0 1(0.3)
TOTAL 185 114 (38.1) | 134 (44.8) | 299 (100)
(61.9)

Age by groups Total
n (%) n (%) n (%)
Respiratory syncytial virus LINEL Y 36026.3) 17 (16.00 164 (31.2)
Parainfluenra virus 51248 53049 18(17.00 122(23.2)
Strepococcus preumoniae M(262) 310239 17{16.0) 220232
Rhinovirus 41(19.9) 49(23.0) 21(19.5) 111211}
Influenza virus 42(204) 37 (17.4) 17(16.0) 96 (18.3)
Mycoplasma preumoniae 22(10.7) (174 14(132) 73(13.9)
Adenovirus 32(15.5) 27(12.7) 0(8.3) 68 (13.0)
Moraxelia catarrhalis 23(11.0) 15 (7.0 302.9) 41(7.8)
Metapneumovins 23117 o 4T 317 (7.0)
Bordetella pertussis 12(5.8) 1(33) B(3.T) 25(4.8)
Huemophilus imfluenzae 12(3.8) 1(3.3) (4.1 24(48)
Coronavirus 6(2.9) 7(3.3) (1% 15029)

VelezLy cols Colombia47th ICAACChicago2007.

VelezL y cols Etiologyand the Challengeof DiagnosticTestingof Community
AcquiredPneumonian Childrenagedl Monthto 17 Years2015




Introduccion |
Mycoplasma pneumoniae

ABacilocorto pleomorfico(10x200nm) WRCFOGeHe letoice te

una célula deM. pneumoniae

ACarentede paredcelular

Alngresaal tracto respiratorio por contacto con gotas que contienen la
bacteria

ASe adhiere a las célulasepitelialesdel tracto respiratorio mediante un
complejode proteinasde adhesion(P1, P30, P90, ProtBy C,HMW 1-3).

AManifestacioneglinicasfaringitis, traqueobronquitisneumonia

ALa neumonia es usualmente autolimitada pero pueden presentarse
escasogasogde neumoniagravey fulminante




Introduccion: _ |
Brotes epidémicos de neumonia asociadosvon
pneumoniae

N° Lugar dereporte Afo Numerode Sitiodel brote
(Ciudad/Estado/Provincia casos
Localizacién geografica de los brotes epidémicos Pals)
. . 1 NebraskaEstadosJnidos 2014 55 Centro de
asociados coM. pneumoniageportados entre pacientes con
20002014 Alhzeimer

2 GeorgiaEstadogJnidos 2012 83 Ciudadela
universitaria

3 Santa Crude Tenerife 2011 14 Hospital
Espafa universitario
4 Estados Unidos 2007 179 Barcode la
Armada
5 VirginiaEstadogJnidos 2011 125 Ocho escuelas
de dos
Condados
6 Yamagatalapon 2010 83 Dos escuelas
primarias
v 7 China 2011 45 Hogar de paso
8 BordeauxFrancia 2011 6 Escuela primaria
9 EstadosJnidos 2000 60 Hospital

psiquiatrico



Introduccion

Genotipificacion d&l. pneumoniaenediante el geiPl

Secuenciae nucledtidosdel gen P1 (gen de copia Unica que codificapara la
proteina pl) que permite clasificalascepasendostipos. Tipoly Tipo2.
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Introduccion

Fenomeno de cambio de tipo

Fig. 2. Integrated data from M. pneumoniae typing in Japan between 1976 and 2005.

Rate of detection (%%6)

B Group |
.} Group Il

& Group Il
variant

Estudio de genotipificacionde 177
cepas clinicas de M. pneumoniae
aisladasde pacientescon Bronquitis
y Neumonia Recolectadasdurante
10 afnosen Japon2007.

SasakT etal.burnalof MedicalMicrobiology (2008),57,4@975



Introduccion

Variantes genotipicas dé pneumoniagor
recombinacion de las regiones repetitivas delen

Autor Afo Cepa del Nomenclatura Localizacién de las variaciones en
aislamiento la secuencia del gen P1
KenriTet al. (25) 1999 MP309 V2a RegiérrepetitivaRepMPR/ 3
Dorigo-Zetsmaet al. 2001 MP4817 V1 RegidérrepetitivaRepMP2/3
(26)
DumkeRet al. (22) 2006 T-103 V2b RegiorrepetitivaRepMP2/3
PereyreSet al. (27) 2007 MP3896 Regién repetitva RepMR/3 vy
RepMP
ZhaoFet al. (24) 2011 MP053 V2c RegiomrepetitivaRepMR
XiaoJet al. (29) 2014 MP100 vad RegiorrepetitivaRepMP}

Lasecuenciale aminoacidoge las
proteinas pl de las variantes
puedevariar en su homologia(56-
95%), cuando se comparacon la
secuencia de las cepas de
referencia Tipo 1(M129) y Tipo 2
(FH)



Introduccion |
Mutaciones en el geP3s rRNAsociadas con

resistenciaamacrolidos

. 3 Opciones de tratamient@ntimicrobiano de la NAC
2071 2450 . -
c 6 asociada comM. pneumoniae
CG
G \ CG
or cCG Ly
s 0 e W NACadultos NACpediatrica
GorC \ A A
A 2084 (2059) A
. AC A 2063 (2058) c
s 29 A Macrolidos,
C C 2617 (2611) o ) )
; T T Fluoroquinolonas Macrolidos
GorA Uzar * - -
6 A Tetraciclinas
G c
C
GU A U Table 1 Antimicrobial activity of macrolides, fluoroquinolones, and minocycline against Mycoplasma pnewmoniae strains isolated from clinical
G ¢ A A C samples
200 ° c G
2608 u U U A ML class MIC range (pg/ml)
Gguy®©
g C Antimicrobial agent Susceptible strains A2063G A2064G A2063C C2617A C2617G
U G (n =423) (n=96) n=T n=1) m=1) m=1)
U A
" O Erythromycin 0.00195-0.0313 32 to >64 64 to >64 >256 1 8
FIG, 2 .\'cu.vn\h_r\. structure of the peptidyltransferase loop 1:1 domain V uk-.\! pneumoniae 235 rR.\:v\ Positions of the newly found mutations Clarithromj,'cin 0.00049-0.0313 32 to >64 16 to >64 >256 0.5 I
e mumberig foe M. resmonios 35 rRNA (svesion . K447, The mumbes o pureabcncs el £ cof s, Azithromycin 0.00012-0.00195 16 to >64 16-64 16 0.0313 00313

MorozumiM. J InfectChemother2010) 16:7886



Introduccion
Lacirculacion de cepas resistentes en el continente asiat
ha venido incrementado significativamente desde 2000

50
45
40
35
30

% of macrolide-resistant M. prenmoniae strains

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
m=04T7) n=&MN20) (n=540) (n=T52) (n=3T121) (n=1944) (n=27/69)
year

Fig. 2 Increases in numbers of macrolide-resistant Mycoplasma
pneumoniae_strains_from 2002 to 2008 in_Japan_according to_our
analyses. Asterisks indicate macrolide-resistant strains isolated from
adult patients. The dotted line can be expressed by the equation
y = Tx — 8.62 (r = 0.9605)

MorozumiM. J InfectChemother(2010) 16:7886



Introduccion
Por qué es |mportante conocer esto en nuestro medio?

i) PorqueM. pneumoniaees el segundoagenteetioldgicobacterianodetectadoen los pacientescon NAC
guerequierenhospitalizacion

i) PorqueNOsedisponede datoslocalessobrela distribucionregionalde los genotiposde M. pneumoniae

!

A Ladistribucionde los genotiposque circulanen los nifiosdiagnosticadogon NACen el Vallede Aburra,essimilara
lareportadaen otrasregionesdel mundo?

A Circularen estegrupode pacientescepascon mutacionesasociadagon resistenciaa losmacroélidos?
A Puedencoexistiren un mismopacientevariosgenotiposde M. pneumoniae?

i) Porposiblesimplicacionegjue puedatener el genotipocausantede la infeccidonen el comportamiento
clinicode la enfermedad,o enlarespuestaalaterapia



OBJETIVOS




Obijetivos especificos

1. Determinar la diversidadgenotipicade M. pneumoniae en muestrasde
esputoinducidoe HisopadaNasofaringedHNBP.

2. Compararsi existen diferencias entre los genotipos identificados en las
muestrasde HNFy esputoinducida

3. Describir en la poblacion estudiada la frecuencia de genotipos de M.
pneumoniaeasociadoxonresistenciaa macrolidos

4. Explorarla distribucionespacialy temporal de los casosde M. pneumoniae
localizado®n Medellin



METODOLOGIA

Genotipificacion y distribucigeografficale Mycoplasma pneumoniasociado con Neumonia Adquirida en la Comunidad (NAC) en nifios hospitalizados. Valle
deAbun4(20112012)



Metodologia _ ‘(
Poblacidon de estudio =

yA32a 02y b!/ RSEt LINE&S O 2 nydon@eNgenrefmisyir NJ O |

p H p A . . ] , anos, hospitalizados por NAC documentad
y etioldgica de la NAC en ninos hospitalizados en el area con R de torax (opacidades nuevas), y al
re

menos uno de los siguientes sintomas: fieb

metropolitana de Mede”in 20]:201% @édlgo COLC'ENC'A\S >38.5C, taquipnea y ruidos en la auscultacipn

111534319142
Se excluyeron pacientesn:
inmunodeficiencias innatas o adquiridas,
1 fibrosis quistica, alteraciones neuroldgicas [0
psiquiatricas, bronquiolitis, neoplasias
hematoldgicas

73 nifos corevidencia deNAC poiM. pneumoniae

Serologica: Serologia pareada Molecular: PCR comercial
(Vircell®Espana) (SeeplePrneumobacter®AGHDrea)
Cuadruplicacion ddtulosde Deteccion del DNA dd.
anticuerpos IgG y/égM pneumoniaeen la reaccion de PCR




Metodologia

Genotipificacion de las muestras mediante los geies

y 23s rRNA

Extraccion de DNA
300¢ 500uL

*\ 73 Hisopados
: Nasofaringeos
(HNF)

73 Esputos/ ,-—I 'J*\ 7 \

Inducidos
DNeasyBlood& TissueKit (Qiager®)

146 muestras respiratorias
(esputos inducidos e HNF)

Amplificacionde la RepMR/ 3 del genP1
(533 pb) utilizando la PCR anidada
descritapor Dumkeet al.2006

Amplificaciondel Gen23s rRNA(217 pb-
posiciones 2063 y 2064 utilizando la
PCRdescritapor Chironnaet al. 2011



https://www.qiagen.com/shop/sample-technologies/dna-sample-technologies/genomic-dna/dneasy-blood-and-tissue-kit

Metodologia
Analisis espaciemporal de la distribucion de los casos de

NAC porM. pneumoniae

Analisis espacial

Segeoreferenciaron Se aplicaron
los casos de NAC estadisticos espaciales
por M. pneumoniae CArc %ob_alce)sdaﬁ)l 2 INJ- IIY Qa
que se encontraban etisOrd) vy locales
ubicados en el érea ESRI G I s (Moran's| yGetisGi*)
urbana de Medellin.
Analisis temporal .
M/,,,B... 3% Se explord la distribucion mensual de lgs
VA2 A3 ALt casos de NAC pdf. pneumoniae
AAD 20 s
PA

e

A - >




RESULTADOS




Resultados | | |
Caracteristicaslinicas y socidemograficaslelos73
pacientes estudiados (parte 1)

Niflos con NAC positivos  Nifioscon PCR positiva del

paraM. pneumoniae genP1 o0 23S rRNA

Caracteristica (n=73) (n=54)
Edaden afnos,Me (Riq) 2,0 (1,64,0) 3,0 (2,064,0)
Masculinon (%) 41 (56,2 28 61,9)
Tabaquismagpasivo,n (%) 32 (43,8) 22 (66,7)
N° de personas que conviven con el 5(4-6) 5 (4-6)
menor, Me (Riq)
Asistenciaa guarderiasn (%0 50 (68,5) 38 (70,4)
Diasde sintomas Me (Riq) 3,0 (2,066,0) 4,0(3,0-7,0)
Diasde hospitalizacién Me (Riq) 4,0 (3,07,0) 4,0(3,0-7,0)
Comorbilidades

Asma,n (%) 17 (23,3) 14 (25,9)




Resultados | | |
Caracteristicaslinicas y socidemograficaslelos 73

pacientes estudiados (parte 2)

Nifios con NAC positivos paha. Niflos conPCR positiva del gedl o
pneumoniae 23S rRNA
Caracteristica (n=73) (n=54)
Sintomas
Tos n (%) 71 (97,3) 52 (96,3)
Fiebre n (%) 68 (93,2) 50 (92,6)
Disnea n(%) 53 (72,6) 40 (74,1)
Expectoracionn (%) 31 (42,4) 19 (35,2)
Signos
Conciencialteradan(%) 1(1,4) 1(1,9)
Aleteonasaln(%) 4(5,5) 3 (5,6)
Adenopatiam (%) 3(4,1) 3 (5,6)
Derramepleural n(% 2(2,7) 1(1,9)
Gravedad de la neumonia
Moderadan(%) 56(76,7) 42 (77,8)
Graven(%) 16 (21,9) 11 (20,4)
Muy graven (2%9n(%) 1(1,4) 1(1,9)
Confeccidrconotros patdégenosrespiratoriosn (%) 55(75,3) 40(74,1)

*La gravedad de la neumonia se determind de acuerdo con los criterios de clasificacion de la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS).



Resultados _ | | _
Caracterizaciogenotipica déos pacientesnediante el

genP1l

Distribucion de los genotipos dé. pneumoniaesn las muestras
respiratorias de los nifios con NAC, empleando elRfezomo

50 pacientes con marcador molecular
Variante V2a 60
.. -, 50(96.2%)
Distribucion de los 50
genotipos en los 2 pacientes con 40
pacientes positivos Tipo 1 o 25(69.3%)
para PCR del gl "
Un paciente con
Tipo 1y V2a 10 2(3.9%) 3(10.7%)
0 — I
El HNF

m Variante V2a m Tipo 1



Resultados

Caracterizaciogenotipica de las muestras

mediante el ge23SrRNA

NO se encontraron mutaciones
asociadas con resistencia a
macrolidosen las secuenciasle
DNAanalizadas

Table 2 | Proportions of macrolide-resistant Mycoplasma pneumonia.

country

China

Taiwan

lapan

South Korea

Isragl

Canada
LISA

France
Germany
Denmark
MNetherland

age

Al ages

Child

Child
15
16-19
20
Child
Adult

All ages

All ages
All ages

All ages
All ages
All ages
All ages

year Proportion
2012
2011
2010
2009
2008

2011
2010

2009-12

L008-11

2011

2010-11

2007-10 e |
195 7= 2008

\

2011
2009-12
2010-2011
1997-2008

’ | |

=

20 40 &0 a0 100 o

Sarayeet al. Frontiersin Microbiology(2014),5:118



Resultados
Distribucion temporal de los casos de NAGQor

pneumoniae

Distribucién mensual de los casos de NAC por M. pneumoniae

60
50
v
E
=
<5 40
2z
1]
© 30
E e C 3505 de NAC por M.pneumoniae
Q
3 20 = (Casos totales de NAC
b
L

m/\/\__\_’/




48/73 pacientes tuvieron disponible la informacion de su direccion d
residencia (area urbana de Medellin)

Gt
Cotregimiento de Aavistas —4
} {

orregimiento de Santa Elena

orreqgimiento de San Antonio de Prado

i'.\'& R Y oy Convenciones
3 3 T 1 vite Gomman
o S, N . Casos generales de Mycoplasma
5 ™ :r @ Cssosgenerakes NAC
{ @ Indice Gi*

8 .
= G 1




Discusion . .. .
Distribucion geografica de la incidencia de TB

Existen factores (sociales, geograficos, de salud) que
favorecenla diseminacionde estos patdgenosrespiratorios
en estaszonasde la ciudad

4

Fuente del mapa a: Molina-Giraldo Adriana Maria. Distribucion geografica de la incidencia de tuberculosis y algunos
factores relacionados, Medellin 2008-2010. Ma s t @hesissUniversidad de Antioquia, Facultad Nacional de Salud
Publica; 2012.

7.Robledo
8.Villa hermosa
S.Buenos Aires
10.La Candelaria
11.Laureles/Estadio
12.Lz América
13.5an Javier

14 EL Poblado
15.Guayabal

1& Belen



Ob w9{  a?9




Conclusiones

La edad media de los nifios incluidos en el presente estudio fue inferior a la descrita
comunmenteen lasneumoniasasociadagonM. pneumoniae

La variante V2a predomino entre los ninos con NACen los que se detectd M. pneumoniae
variantede lejosmasfrecuentequeel Tipol, el otro genotipodetectadoen el medio.

Enestegrupode pacientesno sedetecto la presenciade cepascon mutacionesasociadason
resistenciaa macrolidos

Existendos zonasde Medellin en las que se observoun agrupamientode casosde NACpor
M.pneumoniaesimilara el reportadoen otrasinfeccionegespiratorias

Existenvariacionesmportantesen el rendimiento de los protocolosde PCRempleadosen la
deteccionde M. pneumoniae



Limitaciones

No se dispusode cultivo para laidentificacion de lascepas, basicamentgor la carenciade
la pruebaen el medio.

Periodode captacioncorto (14 meses),para evaluar los cambiosen la distribucion de los
genotipos(Fendmenale cambiode tipo)
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CONCLUSION




Conclusion

Lascepasde M. pneumoniaeque causanNACen los nifiosde Medelliny municipioscercanos,
pertenecena la varianteV2a. Por otra parte una pequeia proporcion de pacientes tienen
muestrasen las que se identifica el Tipo 1 de M. pneumoniae lo que podria suponer el
Inicio en lacirculacionde un nuevo tipo de la bacteria Actualmente en nuestro medio
no circulan cepascon mutacionesasociadascon resistencia,y por tanto el tratamiento con
macrolidossigue siendo una opcion valida en aguellospacientesen los que el clinicodecide

realizarmanejoantimicrobiano

Genoatipificacion y distribucién tig/coplasm@neumonia@sociado con Neumonia Adquirida en la Comunidad (NAC) en nifios hospitalizados. V
deAburr§20112012)



DiscusiorSensibilidad genotipica de las
muestras

No se determinaron secuencias con mutaciones en las posiciones 2063 y 206424 geNA
asociadas con resistencia a Macrolidos.

KawaliY. JAntimicrobAgents

Chemother2013 Aug;57(8):4048. DiazM. JClinMicrobiol. 2015

Jan:53(1):1280

A 73% de cepas con mutaciones en §&s rRNA
A No se detectaron cepas con mutaciones

DiazM. JClinMicrobiol. 2015

Jan;53(1):12480

A 10% de cepas con mutaciones en gen 23s rRNA



piscusionPredominio de la variante V2a en la poblacion
de estudio

La variante V2a se encontro en una proporcion mucho altes que la descrita en los reportes
previos provenientes de paisdesarrollados.

A 2% de las muestras fueron clasificadas como Variantes V2a.

KenriT. Infecimmun. 1999 Sep;67(9657¢62.

A 19.4% de las muestras fueron clasificadas como Variantes V2a.

DumkeR. XlinMicrobiol. 2006 Jul;44(7):25670.

A 26.8%de las muestras fueron clasificadas como Variantes V2a

DumkeR. XlinMicrobiol. 2010Jul;44(7):256q70.




ResultadosCaracterizacion genotipica de las muestras
mediante el ge1

Informacion de localizacion y lugar de hospitalizacién de los nifios en los que
se detecto el Tipo 1 de M. pneumoniae

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
Fecha de ingreso al 06/03/2012 10/10/2011 30/10/2011
estudio
Barrio de residencia Bello La Milagrosa Doce de Octubre
Lugar de procedencia Bello Medellin Medellin

Institucion de

hospitalizacion

Hospital Marco Fidel

Suarez

Clinica Leon XllI

Clinica Soma




Distribucion de los genotipos dé. pneumoniaeen las muestrasespiratorias de los nifios con
NAC, empleando el gétilcomo marcador molecular

60

50 (98%)
50

40

z 30 25(87.5%) 25(89.2%)

20

10

2(3.9%) 3(10.7%) 27.1%)  1(3.5%)
0 — . S —

El HNF EI+HNF

B Variante V2a mTipol mV2a+ Tipo 1

No se evidencidrelacion entre la variante con la presentacionclinicade la
neumoniao signosy sintomagsparticularesde lospacientes

Dumke JClinMicrobiol.2010Jut 44(7):256 770




Discusiorcorrelacion con el analisis MLVA

Degrangés. XlinMicrobiol. 2009

Apr;47(4):91423.

Desarrolld un analisis MLVA que permitia
discriminarlas cepasde M. pneumoniae en 26
Tipos de acuerdo al perfil de cinco alelos
(1,13,14,15,16).

1) Sudesarrolloescostoso

- . El tipo MLVA 4572 se correlaciona con la
i) Inestabilidadde un alelo(1) P

distribuciondel Tipo 1.

SunH. PloSOne 20138(5):e64607.

Lostipos 3562y 3662conel Tipo2y lasvariantes
V2ay V2b

Perfil alélico con los cuatro locus
restantes(13,14,15,16)



