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INTRODUCCION

En la clase Mollicutes y familiaMycoplasmataceae se encuentra Ureaplasma
urealyticum, el cual hidroliza urea, requiere colesterol para su crecimiento, sus colonias
tienen forma de huevo estrellado, carecen de pared celular y es Gram negativo.

Se ha encontrado al microorganismo en enfermedad inflamatoria pélvica en mujeres
sexualmente activas. en embarazos causando la pérdida del producto durante el segundo
trimestre, 0 presentindose también en las ultimas semanas de gestacién provocando parto
prematuro, bajo peso al nacer y colonizacién de ureaplasmas en gargania, 0jos y pulmones.
Se ha relacionado al microorganismo con esterilidad tanto en mujeres como en hombres. En
hombres, ademds, se ha encontrado que puede causar uretritis y prostatitis.

" Este microorganismo puede 0 no ocasionar sintomas clinicos pasando inadvertido
tanto para el hospedero como para el médico.

Su determinacién se ha realizado en medios liquidos y sélidos, asi como por otras
técnicas como PCR (polymerase chain reaccién), Inmunofiuorescencia indirecta y ELISA
(enzyme-linked-immunosorbent assay)

En cuanto a su tratamiento ha sido diverso, es sensible a eritromicina y otros

antibidticos sintéticos probados, pero resiste a la lincomicina.




1)

2

3)

4)

OBJETIVOS

Realizar una breve revisién acerca de la importancia que tienen los micoplasmas

especialmente Ureaplasma urealyticum.

Reconocer la patogenia de Ureaplasma urealyticum.

Sentar las bases para que se estudie e incluya a Ureaplasma wurealyticum en el

diagnéstico det laboraterio clinico.

Lograr que el médico considere a Ureaplasma urealyticum como un patégeno en el

humano.




CAPITULO I

GENERALIDADES

Taxonomia.

Debido a que no hubo lugar en la entidad microbiana convencional simplemente se
llamaron ~pleurcpneumonia organism”™ o ~PPO". se aislaron olros microorganismos
similares, pero diferentes de los microorganismos PPO, y un nuevo término fué introducido
“pleuropneumonia-like-organism” o “PPLO”, designado como el género Mycoplasma.
Posteriormente. los estudios se intensificaron debido a su estructura y metabolismo tipicos,
asi como también por su crecimiento, recientemente se han descubierto como parte de la
flora normal de humanos, y, como es de esperarse, ésto ha causado controversia,;,

E! género Ureaplasma se llamé originalmente cepas T © micoplasma T (tiny)
debido a que las colonias son muy pequenas ;,

Ureaplasma urealyticum se encuentra ubicado dentro de la clase Mollicuzes, familia
Mycoplasmataceae, cuyos miembros requieren esterol para su crecimiento, e incorporar el
colesterol a su pared celular. Dentro de esta familia, se encuentran los géneros Mycoplasima
y Ureaplasma, éste dltimo con la caracteristica de hidrolizar urea. Existen ureaplasmas de
origen animal como Ureaplasma diversum, Ureaplasma gallorale, Ureaplasma felinum y
Ureaplasma sp. para perro, oveja y mono. A la especie de origen humano se le denomind

Ureaplasma urealyticum




Morfologia.

Los ureaplasmas provenientes tanto de humanos como de animales son
morfologicamente similares a los micoplasmas, son de tamafio muy pequeiio oscilando entre
100 a 850 nm de diametro con un promedio normal aproximado de 330 nm, observado a
través del microscopio de contraste de fases. Se ha observado pleomarfismo, con filamentos
extendidos en cultivos viejos. No se observa movilidad, aunque se asocie con ella, esto se
comprobd a través del microscopio electronico. En micrografias elecironicas o secciones
ultrafinas. las células son usualmente redondas con un diametro de 120 a 1,000 nm, con
apariencia de huevo estrellado “fried eggs”, en donde se observan solas o en pares. Las
formas fitamentosas de 2,000 nm de longitud y 50 a 300 nm de ancho se han observado solo
en 2lgunos trabajos.

U urealyticum esta limitado por una membrana simple de 7.5 a {0 nm de grueso,
con una pared no distinguible, ademas de una capa extramembranosa de 20 a 30 nm de
grueso; se han observado en medios con rutenio rojo empleando radiacion, estructuras
morfolégicamente similares a pequeiios pili sobre la superficic membranosa. Algunos autores
describen una membrana trilaminar de 8 a 10 p de espesor, considerdndose como bacteria
sin pared celular. Sin embargo, otros autores (33 consideran que tiene una pequefiisima pared
y debido a esta caracteristica asumen cierto numero de morfologias que vatian entre cocos,
cadena de cocos, cocos con tubulos, células en pera y ramificaciones filamentosas con
estructuras terminales, estas ultimas se han encontrado incluso en otros miembros de la

familia Mycoplasmataceae. En general, depende de la edad del cultivo para




que se de una determinada morfologia, aunque también del método de examen empleado.
Tabla 1,3,

Tabla | Propiedades de Ureaplasma,

Propiedades Reaccién o Resultados

Células esféricas u ovoides:
filamentosas. +
Didmetro de las células:
rango. nm 100 - 850
promedio 330
Didmetro de la colonia, nm 15 - 60
Mejor crectmiento en 5-15% CO2 +
pH 6ptimo 6.0 +/-05
No mds de 10’ células viables
por mL producidos en cultivos liguidos +
Genoma en daltones 5.7 x 10* daltones
Mol% G+C de ADN 269 - 302
Temperatura dptima °C 37
Requiere para su crecimiento colesterol +
Actividad enzimatica:
-ureasa
-deaminasa arginina
-aminopeptidasa
-esterasa
-glicerofosfato deshidrogenasa
-adenosina trifosfatasa (ATPasa)
-ribonucleasa (RNasa)
-desoxirribonucleasa (DNasa}
-fosfatasa
-catalasa
Actividad proteolitica
Fermentacion de carbohidratos
Hemdlisis de eritrocitos
Hemadsorbcién de eritrocitos
Sensible a acetato de talio
Sensible a eritromicina
Sensible a lincomicina

B e s

+ 4+ 4|
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Afinidad tintoreal

Se demostré que los ur'eaplasmas poseen la actividad biologica de los tipicos
lipopolisacdridos (LPS) contenidos en bacterias Gram negativas g,

Haciendo un breve recordatorio se puede mencionar que las bacterias Gram
negativas presentan tres distinas capas de envoltura dispuestas de una manera no apretada.
Estas incluyen la membrana externa arrugada en espiral conteniendo surcos y ondulante;
una capa densa intermedia y, por dltimo, una membrana plasmdtica interna de
aproximadamente 0.0075mm de espesor. Los microorganismos Gram negativos presentan
una estructura trilaminar tipica. La capa densa intermedia puede eliminarse con lisozima:
corresponde al glucopéptido de la pared celular rigida. También s encuentran lipoproteinas
unidas en forma covalente a la superficie exierna de la capa de la pared celular. La
membrana externa, gque es un compiejo de fosfolipidos, proteinas y lipopolisacdridos, puede
ser eliminada por distintos reactivos. tales como el EDTA y los detergentes, por ejemplo,
SDS al 2% o fenol acuoso al 45%, dejando tras ellos la pared celular rigida que incluye el
protoplasto. Esta membrana externa provee una barrera de permeabilidad que cominmente
protege a las bacterias Gram negativas de una amplia variedad de antimetabolitos,

derergentes. drogas y enzimas.

Composicién quimica.
E! genoma reportado para Ureaplasma urealyticum es de 5.7 x 10° daltones.
Se hizo una comparacion del contenido de G-C de algunos géneros de ta familia

Mycoplasmataceae, mismo que se muestra €n la Tabla 2 4,




Tabla 2. Contentdo de Guanina Citosina (G-C).

Género mol% Forma de colonias

U urealyticum 269a280 huevo estrellado

U/ diversum 2872302 _huevo estrellado
Acholeplasma sp 2902340 multilobadas
Asteroplasma sp 4032405 difusas

Mycoplasma sp 23.02400 huevo estrellado
Spiroplasma sp 25.0a31.0 difusas

Sacharothix sp 26.0a357 huevo estrellado

Cuanto mayor es el contenido de pares de bases de G-C, mayor es el punto de fusion
de ADN, debido a que los pares de bases de G-C son mas estables y para poder disociarse
precisan de mas energia calorifica de la que necesitan los pares A-T; ello se debe en parte, a
que los pares de G-C estan unidos por tres enlaces de hidrogeno, mientras que los pares A-T
solo lo estan por dos.

Recordando a Ureaplasma nrealyticum como microorganismos sin pared celular w2,
los lipoglicanos contienen aziicares como manosa, glucosa y galactosa, acidos grasos,
glicerol y fosforo s, . Estructuralmente son polisacaridos unidos covalentemente a lipidos

de la superficie, éstos definen, como ya se menciond , su afinidad tintoreal 15, .



Con respecto a algunas enzimas estudiadas en este microorganismo se mencionaran,
entre otras, a la ureasa, con la cual si se comprueba su existencia, podriamos confirmar la
presencia de Ureaplasma urealyticum ,q,

Thirkell ., , reporid que la ureasa de [os ureaplasmas estd en el citoplasma y que la
produccién de ATP requerida por las células esti en actividad concomitante, con la :m:asa
citosdlica y la ATPasa de 1a membrana plasmética.

Hay estudios realizados sobre la hidrélisis de la urea llevados a cabo por Sn;ith y
colaboradores ., , en donde plantean su participacion en la sintesis dependiente de
citrulina, observindose presencia exagerada de urea, sélo en células sin calentar y
adicionando ornitina como sustrato. Cuando adicionaron ornitina sola los niveles de
crecimiento de U. urealitycum eran escasos, al igual que con carbamoilfosfato. esto nos
indica que existe presencia de las enzimas carbamoilfosfato sintetasa y ornitin
carbamoiltransferasa siempre y cuando esté presente la urea. En ausencia de estas enzimas
la via puede cambiar hacia produccién esencial de icidos tricarboxilicos, tales como
fumarato, malato y dcido oxalacético,

Continuando con enzimas, la actividad especifica de la ATPasa se lleva a cabo en la
membrana plasmidtica que tiene una estructura trilaminar; en cambio, en el citosol no existe
esta actividad. Tabla 3 ;, .

Existe alta actividad de las deshidrogenasas NADH y NADPH en ei citosol, estos
resultados indican que la actividad de ATPasa se localiza principaimente en la membrana

plasmdtica de U, urealyticum y que las actividades de las deshidrogenasa estdn localizadas

en la fraccion de citosol.



De Silva y colaboradores (3, demostraron estudios de lisado de células con actividad

endogena de los fosfolipidos A1, Az y C en los serotipos 3, 4, y 8 de U. urealyticum.

Tabla 3. Caracteristicas enziméticas de fracciones celulares de serotipos de U.

urealyticum
Enzima

Serotipo Fraccion Deshidrogenasas
Celular ATPasa NADH NADPH
lisado de células 12.9 6.9 89.2

3 membrana plasmitica 116.9 213 0.1
citosol 0.1 61.2 1,995.0
lisado de células 319 340 283

4 membrana plasmatica 53.5 330 244
citosol 0.1 1115 1,104.2
lisado de células 276 i2.2 1542

8 membrana plasmatica 338 42 02
citpsol 01 538 50544

ATPasa, esta expresada en nanomoles por Pi emitido por minute. NADH y NADPH, estan
expresadas como la reduccion de As«o por miligramo de proteina por minuto 0.

Las fosfolipasas A1 y A: hidrohizan fosfolipidos para producir lisofosfolipidos y

acidos grasos. Se encontraron localizadas en la membrana plasmatica de los tres serotipos.

La fosfolipasa C es una fosforilhidrolasa la cual libera 1,2 diglicérido y fosfodiéster,

se localiza en la membrana plasmatica y en menor cantidad en el citosol.

Composicion antigénica.

Existen 14 serotipos reconocidos de Ureaplasma urealylicum, €stos se dividen en

dos grupos de serotipos: ef grupo A formado por 2, 4, 5,7, 8,92 10, 11 12, y 13, yelB

formado por 1, 3,6,y 14 3

13



Esta division se da en base al tamaiio del genoma que presentan, en donde el genoma
de los serotipos del grupo B es més pequefio o .

Se han hecho trabajos para identificar antigenos de [l wrealyticum, como el
antigeno de banda multiple {MB} en el serotipo 3, que se conoce como antigeno de
superficie y se ha identificado en pacientes infectados con el microorganismo. La secuencia
nucleotidica predice que el antigeno de banda miltiple (MB) contiene un péptido y un sitio
de acilacion en la region N-terminal, mientras que la region C terminal esta compuesta por
seis aminoacidos (codificados por 18 nucleotidos), repitiéndose dos veces, ya que contienen
epitopes de serotipos especificos. Se reportd no solamente el antigeno de la banda multiple
presente en todos los serotipos, también se encontrd que las regiones de los genes 5 estaban
marcando la especificidad y diversidad de los serotipos. Ademis, el analisis de esta region,
encuentra relacibén filogenética entre serotipos de {f wrealyticum y posiblemente sea
potencialmente invasivo g ).

Watson (), trabajando con roedores que tenfan una cepa de Mycoplasma hominis,
encontré un antigeno denominado V.1 el cual se encontrd que posee las mismas propiedades
que el complejo antigénico (MB) observado en Ureaplasma. De esta manera se han usado
anticuerpos monoclonales que reconocen a V.1 para reconocer epitopes de {/. urealyticum
{10, 82).

También en la ureasa se han identificado 5 epitopes distintos: UUS/1, UUS/12,
UUs/16, UUB/17, UUB/2S, y éstos se han encontrado en los serotipos 1, 5, 8, y 13 de U/

trealyticum (g,



Requerimientos nutricionales y medios de cultivo.

Se obtiene un mayor crecimiento en presencia del 5 al 15% de CO2 N2 o H2, en
condiciones aerobias es escaso. El pH Gptimo es de 6.0 +/- 0.5, usualmente no se producen
mis de 107 células viables por mililitro producido en medios liquidos. Su temperatura
dptima es de 37°C, requiere de colesterol para su crecimiento ademés de ser sensible a
digitonina, a eritromicina y resistente a lincomicina.

Se sabe que requiere urea, glicerofosfato, histidina, malato, la;clalo, adenosin
trifosfato, 4cido ribonucleico, 4cido desoxirribonucleico y fosfato; lleva a cabo reacciones
como proteblisis, hemélisis de eritrocitos y hemadsorcién de eritrocitos ,

Se conocen varios medios para su aislamiento que ya se han utilizado: U9 Medio de
Shepard y Lunceford, una modificacién de este medio es el U9B que es el Medio de
Shepard U9 mis icido clorhidrico, Medio de Taylor-Robinson, U4 Medio de Howard, Agar

E modificado, Caldo Ureaplasma y Agar Ureaplasma, Caldo E suplementado con urea.

-U9 Medio de Shepard y Lunceford.

Consiste en caldo de carne tripticase en polvo (BBL o Difco adicionado de NaCl y
KH:PO4). Este caldo de carne se ajusta a pH de 5.5 con HCI 2N y se esteriliza a 121°C por
15 minutos. Los siguientes componentes estériles se adicionan asépticamente al caldo de
carne estéril: suero de caballo, solucién de urea, solucién de rojo de fenol, penicilina G
potésica en solucién y L-Cisteina. Cuando se adiciona HCI al medio, se refiere a éste como

U9B. El pH final serd de 6.0 +/- 0.2 4, 4.,




‘Medio de Taylor-Robinson.

Consiste en caldo de carne, corazdn estéril de vaca (Difco PPLO) ai cual se le
adicionan componentes de un patron de soluciones estériles, caldo de carne con solucin de
extracto de levadura, suerc de caballo no calentado, urea en solucién, solucién rojo de
fenol, solucién de acetato de talio y solucién de bencilpenicilina. El pH final se ajusta a 6.0
+/- 0.5 con HCl O.IN. La solucién del extracto de levadura se prepara suspendiendo
levadura seca en agua destilada, después, calentar a vapor a 100°C durante 30 minutos y

centrifugar a 600 g durante 60 minutos, se esteriliza en filtros Seitz, se guarda a -20°C.

-U4 Medio de Howard.

Consiste en la mezcla de componentes estériles como la solugién salina balanceada
de Hanks (10x de concentracién; Caldo de carne de Hartley; suero fetal de ternera {(Flow
Laboratories); solucién de extracto de levadura: solucién de rojo de fenol; solucién de urea;
solucién de acetato de talio; solucién MgSO4 con bencil penicilina y suficiente agua
destilada, el pH final se ajusta a 6.0 +/- 0.2 con HC1 IN. La solucién de extracto de
levadura se prepara como se describié anteriormente, excepto que éste se hierve durante 2

minutos y se esteriliza en autoclave a 105°C durante 20 minutos ;).

-Catdo E suplementado con urea.
Preparado con base de caldo de Mycoplasma; solucidn rojo fenol, suero de caballo;

levadura dializada; penicilina G y urea.




-Agar E modificado.

Contiene pepteona de soya (Bioxon); NaCl; agar purificado excento de inhibidores
{Merck); dializade de levadura estéril; suero de caballo desgammaglobulinizado
{Microlab); vancomicina; colistina; anfotericina B; lactato de trimetroprim; urca y agua
desionizada. El pH se ajusta a 7.4. Sirve para realizar pruebas de sensibilidad con discos de
€ritromicina g 5y,

-Calde Ureaplasma.

Para preparar caldo base urea: Peptona de soya; NaCl; rojo de fenol; agua destilada,
ajustada a un pH de 6.0 con HC! 1IN, se esteriliza en autoclave 15 minutos a 121°C.
Después se adiciona amortiguador MES 1M con pH de 6.0; urea 1M; suero de caballo;

solucion de penicilina y solucién de lincomicina 4,

-Agar Ureaplasma .

Primero el agar base con: Peptona de soya; NaCl; amortiguador MES (2-(N-
Morfolino) icido etanosulfénico y dcido férmico (Behring Diagnostics); rojo de fenol; agua
destilada y agarosa (Difco), se ajusta a pH 6.0 a 37°C con NaOH 1IN vy se esteriliza a 121°C
por 15 minutos. Aparte se prepara levadura dializada; suero de caballo estéril; urea 1M;
solucion de penicilina; solucion de lincomicina que se adicionan ai agar base preparado

anteriormente




CAPITULO I

PATOLOGIA

Algunos autores sugieren que los ureaplasmas son miembros de la flora habitual,
especialmente del tracto urogenital ,,; 3 &, , 0 un oportunista que se convierte en patégeno
secundario; sin embargo, a través de los afios, los reportes sugieren que los ureapfasmas se
han convertido en patégenos primarios importantes. No se sabe a ciencia cierta qué enzimas
y toxinas pueden estar implicadas para que Ureaplasma urealyticum pueda ser huésped del
humano, O Learly ., , comenzé a investigar haciendo comparaciones entre las diferentes
condiciones patolégicas tanto en hombres como en animales, sin llegar a conclusiones
exactas, debido a que Ureaplasma urealyticum es un grupo muy hetereogéneo. Como ya se
menciond anteriormente, ahora se conocen 14 serotipos, probablemente mds, incluyendo
patégenos y no patégenos, el problema central es que no se sabe distinguir uno de otro por
el padecimiento que causen ,,,,, porque los serotipos muestran minima correlacidén con la
patologia. Es causa de enfermedades, si se presenta un nimero excesivo de
microcrganismos.

Ureaplasma urealyticum, se ha aistado en el cérvix y/o vagina de un 40 a 80% de
mujeres asintomdticas, sexualmente maduras y-en mujeres de estatus socioecondmico bajo,
que tengan actividad sexval con multiples parejas. Se ha encontrado igualmente en
pacientes varones , aparentemente normales. Se observa con mucha frecuencia en grupos

étnicos negros y se relaciona con el uso de anticonceptivos orales ,;; g 3. 4, - Muchas de




estas caracteristicas demogréficas pueden indicar la presencia de otros microorganismos
transmisibles sexualmente como Chiamydia y Streptococcus del grupo B 5

El aislamiento de micoplasmas genitales se asocié con la labor de parto prematuro,
muerte fetal intrauterina, enfermedad de membranas hialinas, anormalidades congénitas y
presencia de neutr6filos en tos espacios alveolares g . Los ureplasmas se han encontrado
causando infecciones oportunistas extragenitaimente y en pacienies inmunosuprimidos,
especialmente en nifios prematuros, los recién nacidos adquieren estos microorganismos
antes o despuds de nacer, llevdndose a cabo una transmisién vertical, de la madre a! feto; se
ha reportado esta relacién en un 58% de nifios prematuros.

U. urealyticum se ha relacionado con enfermedades respiratorias del recién nacido al
igual que en el sistema nervioso central ;,

La capacidad de adherirse es un prerrequisito para la patogénesis de muchos
microorganismos. Se ha encontrado que la adherencia de Mycoplasma pneumoniae, tanto a
células respiratorias como a eritrocitos, se realiza utilizando mecanismos similares. Por
ejemplo, la adherencia de componentes proteinicos de M. pneumoniae, estd mediada por
neuraminidasa, tanto en eritrocitos como en el epitelio respiratorio. A Ureaplasma
urealyticum se le ha observado la capacidad de adherirse a varias células, incluyendo
células epiteliales de uretra, espermatozoides y células animales, sin embargo, el
mecanismo de adherencia de U. wrealyticum no estd muy claro hasta este momento ),

Para poder comentar acerca de la posible adherencia de U. urealyticum, se describira

lo que hasta ahora se conoce sobre la adherencia de M. preumoniae.



Estudios realizados en los cultivos de drganos han sefialado que la infeccion se
inicia con [a adherencia de M. pneumoniae a células ciliadas, seguida de citiostasis, pérdida
de cilios y destruccion del epitelio de la mucosa. Al parecer M. preumoniae es fagocitado y
destruido por los leucocitos, aunque s¢ ha observado la inhibicion de la funcién de [os
macréfagos in vitro.

La interaccién hospedero-parisito a nivel extracelular ocurre al adherirse al receptor
celular del 4cido neuraminico de la bacteria mediante una estructura especializada en punta.
Se produce dafic metabdlico citopdtico y ciliostitico de la célula epitelial debido
parcialmente al H202. Los micoplasmas evaden la fagocitosis quizd debido a que comparten
antigenos con las membranas celulares del hospedero. Los macréfagos son inméviles
cuando se encuentran adheridos y se degradan rdpidamente en presencia del suero
antiespecifico. Las especies de Mycoplasma se adhieren y recubren a los linfocitos Th 1 y a
otras c€lulas, luego se desprenden llevindose los antigenos del hospedero, originando una
respuesta autoinmune, que apoya la teoria de que la neumonia es, en gran parte, un
fen()meno. autoinmune.

Saada y colaboradores ., , marcaron serotipos de U. wrealyticum con metionina
originindose una alta actividad metabélica especifica, el marcado permite ¢l estudio del
mecanismo de adherencia a los eritrocitos humanos. Los serotipos utilizados fueron el 2, 3,
7 y 8. La temperatura 6ptima de ataque es de 37°C. Los receptores sidlicos presentes en la
superficie de las células hospederas se han reportado como mediadores de la adherencia de

muchos micoplasmas. El mecanismo de adherencia es complejo y se encuentra mediado por
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componenies proteinicos de superficie. También existen otros componentes de superficie
que reconocen residuos de 4cido sidlico y/o compuestos sulfatados
En la Figura 1 se observa la adherencia de diferentes serotipos de U. urealyricum a

eritrocitos humanos.
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Figura 1. Adherencia de U. urealyricum a eritrocitos humanos.

El serotipo 2 es el qué mds se adhiere a ias células de eritrocitos pudiendo ser el mas
patogeno para ellos

Se ha encontrado que el icido N-acetilneuraminico libre no interfiere con el
mecanismo de adherencia, indicando la importancia de la unién en la cual los residuos de
4cido sidlico son terminales. Esto es comin en-la adherencia de M. pneumoniae y M.

gallisepricum sq,
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Otros autores encontraron que la adherencia de U. urealyticum a las monocapas de
células eucaridticas se podia cuantificar usando ensayos en los cuales se monitorea la
produccién de amonio a través de la hidrolisis de la urea, realizada por la enzima ureasa
ureapldsmica. La adherencia se elimina por pretratamientos de los ureaplasmas con
extractos de células Hela con neuraminidasa.

El serotipo especifico 8 con 96 kDa expresa en la superficie proteinas antigénicas

dentro de las cuales se pueden presentar algunas adhesinas g,

Presencia de enfermedades neonatales y maternas.

Las muertes perinatales ocurren en un 85% de los nacimientos prematuros, no se
incluyen los fallecimientos por malformaciones congénitas -,

Un cierto numero de estudios, indican que la contaminacién bacteriana en la cavidad
cndometrial ocurre durante el parto, Ureaplasma urealyricum se ha podido aislar con cierta
frecuencia, seguido de ruptura de membranas fetales, ia ruptura prolongada de éstas pueden
causar corioamnionitis aguda ; ., presentindose como una de las enfermedades mds
frecuentes causadas por U. arealyticum.

Ha sido dificil demostrar qué existe una alta prevalencia de colonizacién por U.
urealyticum sin sintomas clinicos , ;. como ejemplo esta el tracto genital bajo y debido a
esto ha sido muy problemitico su aislamiento en los sitios contaminados g,

Gail ;. realizd aislamientos de bacterias aerobias en autopsias neonatales que se

habian seleccionado porque las membranas fetales estaban infectadas o habia evidencias de
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ruptura prolongada de las mismas. U wrealyticum se aislo de la flora cervical y uretrq!
durante el embarazo (i 45, 45 s3 s, con un rango entre el 39% y €l 98%, causando
enfermedades en recién nacidos, con serias consecuencias, sin embargo, hubo dificultad
para determinar si hay una relacion casual entre colonizacién/infeccion con U. wrealyticum y
la enfermedad en ¢l neonato (5,. Entre las situaciones indentificadas estan: nacimientos con
productos muertos (s, », 3, sn. colonizacion en tejido placentano (s, 22, «, ss. 61, ocasionando
en algunos casos corioamnionitis entre las semanas 17 y 20 del embarazo (s, 44, 5561, 63y, 2Si
'

como también neumonia (s, ¢5). Actia como un posible factor de riesgo para el desarrollo de
displasia broncopulmonar g, 23, 43, 44, 713 ¥ S€ ha aislado de sangre de la madre (s, de la
sangre del cord6n umbilical (57, del endometrio (g, 57, asi como también de ojos, nariz,
traquea, garganta y vagina de recién nacidos (is, 24,57 Algunas complicaciones que presentan
son, el comienzo de la labor de parto antes de tiempo (19, w4y, colonizacidn del liquido cerebro
espinal, colonizacion de nifios con meningitis (4, 4a, 75, 2islamientos de sangre en cualquier
parte del cuerpo ()); ocasiona también abortos (. s), nacimientos de nifios con bajo peso 1,
4, $2.61.75, 7 en mujeres embarazadas pre y postérmino. Igualmente se ha encontrado en el
higado de infantes (17. En algunos casos existe una relacion inversa entre el peso al nacer y
el aislamiento de U, urealyticum, no obstante estas evidencias, las enfermedades clinicas y
sus relaciones patogénicas han sido dificiles de establecer ;.

Con el tiempo, se han realizado mas estudios con el fin de relacionar la presencia de
micoplasmas con las enfermedades antes mencionadas, sin embargo, son ain pocos los

estudios que relacionan a estos microorganismos s, s -
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Se investigd un grupo de pacientes en quienes se aislaron micoplasmas genitales,
encontrindose hemorragia pleureal y cuenta elevada de leucocitos polimorfonucleares s,
en estos ultimos existen cambios en el nimero total o en su morfologia y se ha visto que
mentan una respuesta ante la infeccién, inclusive, ésta ocurre en los neonatos que mueren
de sepsis, con frecuente leucopenia y neutropenia y en quienes la respuesta es el
incremento en el nimero de células inmaduras.

Debido a los cambios observados en los leucocites, tanto en el nimero como en la
morfologia, se realizé un estudio durante 21 dias , los micoplasmas aislados no fueron de
sangre ni de liquido cefalorraquideo. Los leucocitos y el conteo diferencial se obtuvieron de
triquea y nasofaringe con propésitos clinicos. Estadisticamente, el incremento en el conteo
de leucocitos y neutréfilos se observo en el 2° y 3er dia de vida, en neonatos colonizados
con U. urealyticum en la triquea. También hubo diferencias significativas en el conteo de
eosinéfiles en el dia 14 en los neonatos infectados, en comparacién con los no infectados
o8y

Este estudio di6 a conocer que existe una relacién entre la colonizacién con U.
urealyticum en triquea y pasofaringe en nifios de bajo y muy bajo peso al nacer, asociado
con el elevado conteo de leucocitos. Se vié también la relacién entre el incremento del
nimero total de la cuenta de leucocitos y el del nimerc de neutrofilos maduros e
inmaduros. El conteo de leucocitos es similar al que se ha visto en neonatos infectados con
otros patdgenos conocidos. El incremento puede indicar que U. urealyticum es capaz de
provocar una respuesta inflamatoria . y posiblemente sea un patdgeno en el neonato. El

conteo de leucocitos puede actuar como indicador de inflamacidn severa y asi examinarse la
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intervencion de una posible colonizacién por U. urealyticum. Ademis de leucocitos
polimorfonucleares, también se han encontrado los pulmones de algunos neonatos con
inflamacién intersticial y linfocitos peribronquiales, aunque no fue significativamente
estadistico. Hubo cambios en los nibulos quisticos y hemorragias corticales en glindulas
adrenales, con decremento en el peso timico, presentdndose también con edema |y, .

El aislamiento postnatal de U. urealyticum a partir de pulmén y tejido cerebral fue
evidencia de infeccién congénita. Este microorganismo se ha aislado de 1ejido de higado en
un 21% de fetos de abortos espontineos causando necrosis en el higado ).

En los micoplasmas genitales encontrados ocasionalmente en fetos o en materiales
de autopsias neonatales, se encontré a menudo inflamacién placentaria asociada, pere no se
ohservan caracteristicas morfoldgicas ;-

La pregunta que ha surgido acerca del material de autopsias obtenido de nifios
fallecidos, ha sido si las infecciones ureapldsmicas preceden a las muertes fetales. Waites
ay» demostré que la muerte fetal no tiene que originarse necesariamente de una infeccion
ureaplasmica precedente. El aislamiento del microorganismo en multiples Grganos causa
una amplia y activa respuesta inflamatoria, ademads de diseminacién hqmatégena fetal g,

Los investigadores revisaron autopsias neonatales asi como neonatos vivos, en
donde el aislamiento para micoplasmas genitales fué positivo, encontrindose un peso
promedio entre 1,200-1,900g al nacer.

En estudios recientes, se ha encontrado que U. wrealyticum es un microorganismo

capaz de causar infecciones invasivas tanto en nifios premaguros Como in wlero ;.
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Syrogiannopoulus ,,, ha encontrado que las ninas son mas propensas a adquirir el
microorganismo en un 68%, mientras que los nifios lo adquieren en 45%, esto se observd
porque hay un riesgo mayor de colonizacién en vagina, ocurriendo antes del periodo
preescolar; la proporcién que se observa en garganta y 0jos es casi la misma tanto en nifios
como en nifias.

Se observé el curso natural de la colonizacién por U. urealyticum principalmente en
mucosas, tanto en garganta y 0jos como en vagina. La colonizacidn faringea decrece
durante los primeros meses de vida. La edad implicada en la colonizacioén de la garganta,
fue de 1.4 meses en 65 nifios de 75 examinados, estos mismos nifios continuaban
colonizados a los 3.3 meses de edad. Por el contrario, la colonizacién en gjos y vagina
decrece durante los primeros 1.4 meses de vida y continta précticamente sin cambio hasta

los 3.3 meses de vida .

Enfermedad c¢rénica del pulmén

Publicaciones recientes (; o 55 59 617 4 » indican que existe una asociacion entre la
colonizacion del tracto respiratorio bajo con U. Vureatyticum a partir de las 24 a 72 horas
después del parto y el desarrollo de la enfermedad cronica del pulmén, observada en las
nifias con bajo peso al nacer ., . Todo esto se asocia con la negesidad de ventilacién
asistida, con [a presencia del sindrome de estrés respiratorio, con insuficiencia respiratoria y
con la muerte ., ademas de neumonia neonatal, hipertensién pulmonar, infeccién cronica

del sistema nervioso central y displasia broncopulmonar.
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Como se menciond anteriormente, fa colonizacion en los recién nacidos se relaciona

con la edad gestacional y el peso al nacer; sin embargo, otros autores o, NO comparten las

.
mismas opinicnes y por los estudios que realizaron, observaron que no ha:y gran diferencia
en las caracteristicas de la nasofaringe colonizada y ia no colbnizada, esto también se ha
visto en nifios prematuros. :

Se han hecho pequeﬁc;s avances para reducir la mortalidad causada por la
enfermedad cronica del pulmén, la cual afecta de 15% a 38% de sobrevivientes de.
enfermedades pulmonares neonatales, un.primer factor de nesgo es el bajo peso al nacer y
un segundo es la colonizacion por U urealyticum g !

Gail 17, encontro la presencia de U, urealyticum en el aparato digestivo, nasofaringe
y traquea de neonato, contribuyendo de esta maner'.ét al desarrollo de la enfermedad cronica
del pulmén.

Shulamith (ss), reporto una alta relacion de colonizacion nasofaringea. El ureaplasma
se aisld endolraquealmente,’ sugiriendo que la colonizacion nasofaringea tiene un valor
prondstico en el desarrollo de la enfermedad crénica del pulmon lo que hizo que U
urealyticum se considerara un factor de riesgo.

Waites (75, también estudio la inoculacion en ratones de 14 dias de nacidos v observd
que eran menos susceptibles a la colonizacién por U. urealyticum que los recieén nacidos
inoculados a las pocas horas del nacimiento, de donde se demuestra que la edad del paciente

tiene que ver con la infeccion provocada por el ureaplasma. Esto es compatible con las

observaciones clinicas en nifios de bajo peso al nacer quienes son mas susceptibles a
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desarrollar la enfermedad cronica del pulmén en asociacién con la infeccion por U
urealyticunt (1 1164, 215 que en nifios nacidos de embarazos a término o nifios de mayor edad.

Tambien existen otros factores que predisponen a nifios con bajo peso al nacer, al
desarrollo de la enfermedad cronica del pulmén, como son la ventilacidn y el requerimiento
de 02, Experimentando en el laboratorio, Gail 7, demostré la presencia de infecciones
ureaplasmicas en ratones recién nacidos expuestos a altas concentraciones de oxigeno por
enfermedades respiratorias severas, Los ratones infectados y expuestos a un 80% de
oxigeno se encontraron mas suscéptibles a la colomzacién y a la muerte. Debido a ello, se
observd con un incremento de oxigeno, la persistencia de ureaplasmas en el tracto
respiratorio (43 Los oxidantes son, ademas, un enlace en la susceptibilidad a las infecciones,
causando enfermedades pulmonares y en particular, enfermedades respiratorias
ureaplasmicas oy .

La pregunta importante a contestar es si existe una relacion entre la colonizacion con
U. urealyticum v la enfermedad cronica del pulmon y la muerte, como una coincidencia o
como una consecuencia. Gail g7 , entendio la fisiopatologia de la enfermedad cronica del
pulmon en nifios prematuros, sugiriendo que (. urealyticum no es causa primaria, pero que
puede producir neumonia que al no ser detectada ni tratada, da como resultado un
incremento en el requerimiento de oxigeno y subsecuentemente el desarrollo de la
enfermedad cronica del pulmon. Por lo tanto, Gail menciond que una relacion causal entre la

infeccion con {/. urealyticunt y la enfermedad cronica del pulmon sera dificil de establecer.
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Se conciuy6 que durante la terapia de ventilacion y oxigenaci6n ocurre una alta
incidencia de nifios afectades por la enfermedad cronica del pulmén .

Desafortunadamente para el hospedero de U. urealyticum, este micoplasma esta bien
equipac"o para causar infeccién crénica en pacientes que tengan la capacidad de producir
IgA proteasas y fosfolipasas, las cuales ilegan bioquimicamente hasta icido aracnoico
dando como resultado la cascada de la inflamacién y subsecuentemente el tejido dafiado. Se
puede provocar deficiencia de factores de crecimiento, como por ejemplo los esteroles, pues
U. urealyticum compite por los sustratos del hospedero dando como resultado la

. '
prolongacién del ciclo ureapldsmico y, por lo tanto, el encarecimiento del oxigeno g
(Figura 2).

Existen varios autores que han ascciado a U. wurealyticum con el desarrollo de la
enfermedad crénica del pulmén en nifios prematuros, a continuacién se mencionarin
algunos de ellos y sus experiencias.

Wang y colaboradores ,,, trabajaron con nifios de menos de 2,500g de peso al nacer

en quienes la enfermedad crénica del pulmén también se determiné a los 28 dias por

radiografias a los pacientes con sintomas clinicos y con datos como presién sanguinea de

Pa0: 60mmHg y PaCOz 45mmHg.
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Corioamnionitis ureapldsmica

Inmadurez
4 l A
Inmune ~———— Deficiencia de factores #——— Deficiencia
deficiente—___| v Vit. E

TT————p Requierc O,

Neumonia ureaplasmica

_» Enfermedad Crénica «-
del Pulmén
Figura 2. Ciclo de Ureaplasma.

Otro grupo en estudio fué el de bebés con menos de 1,000g de peso al nacer, donde
se hizo una evaluacién del posible riesgo de padecer enfermedad crénica del pulmén por U,
urealyticum, ¢l intervalo de riesgo fué de 1.54 a 2.37 y el valor del grupo control
investigado fué de 1.93, de donde se concluyd que existe un dc.)ble riesgo de padecer
enfermedad crénica del pulmén en nifios prematuros con colenizacién por U. urealyticum,

su frecuencia se ha asociado con ¢l peso que presentan al nacer. (Tabla 4)
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Tabla 4. Relacién de la ECP con el peso al nacer y colonizacién con U. urealyticum.

Peso al nacer Colonizados con Enfermedad cronica
U. urealyticum. del pulmén
750g - 999¢g no si
750g - 999¢ si si
1,000g si si
i,250g si si
1,250g no si
1,249g - 1,749g si no
1,249g - 1,749g s’ no no

Analizando la tabla 4 se puede observar que mientras el peso al nacer del neonato
sea menor a 1,250g existe una posible relacién entre el U. urealyticum a la presencia de la
enfermedad crénica del pulmén, conforme el peso va en aumento disminuye la probabilidad
de padecer dicha enfermedad asociado a U. urealyticiom 3, 19, 53,61, 74

La asociacién entre colonizacién con U. urealyticum y la enfermedad cronica del
pulmén en nifios prematuros no es especifica, la colonizacién con este microorganismo
también se ha asociado con coricamnionitis, partos prematuros, neumonia, artritis séptica y
osteomielitis, deficiencia respiratoria, exposicidon a oxigeno, ventilacidn sostenida y
episodios de sepsis bacteriana que se han asociado con el desarrollado de la enfermedad
crénica del pulmén.

También se encontrd que el desarrollo de esta enfermedad se relaciond
frecuentemente con la colonizacién en triquea mds que la colonizacién nasdfaringea.

Payne .4, , quizo también averiguar una posible relacién entre la colonizacién con
U. urealyticum y la enfermedad crénica del pulmén, en 93 nifios prematuros. Estos nifios

pesaron al nacer menos de 1,251g. Los aislamientos de U. urealyticum en nasofaringe y
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triquea se obtuvieron de 14 +/- 1 dia después del nacimiente, dando positivo en 17 de 93
pacientes. Los nifios nacidos por canal vaginal resultaron colonizados 4.5 veces mids que
aquellos que macieron por operacién cesirea. La colonizacion con U. urealyticum se asocié
can 1.6 veces ¢l riesgo de desarrollar la enfermedad crénica del pulmén y con un grado de
incidencia mayor o igual a la presencia de leucocitos polimorfonucleares en los aspirados
traqueales obtenidos de 2 +/-1 dia de edad, comparados con nifios no colonizados. La
colonizaci6n con U. urealyticum se asocié con la enfermedad crénica del pulmén y con la
presencia de células inflamatorias en los aspirados traqueales.

Panero , establece el aislamiento traqueal de U. urealyticum que se investigé para
determinar si el micoptasma estd asociado con una respuesta inflamatoria en nifios con peso
menor a 1,301g, en donde los resultados se correlacionaron con el conteo de los leucocitos,

ademds del diagnéstico clinico y radiografias.

Infeccién en el tracto genito-urinario

Taylor y Robinson , . sugieren que los ureaplasmas pueden formar parte en poca
cantidad, de la flora normal tanto vaginal como uretral y se pueden encontrar causando
enfermedades, si se presentan en un ndmero excesivo.

Los reportes recientes indican la posibilidad de que las infecciones ureaplismicas
estén relacionadas con otras infecciones ,,, .

Es sabido que las infecciones no gonocdccicas, también llamadas uretritis no

especificas, pueden causarlas una gran variedad de microorganismos, incluyendo
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Mycoplasma sp, Chlamyda trachomatis, Haemophilus vaginale, actualmente Gardnerella
vaginalis, virus de Herpes simple y otras mds. Existen evidencias considerables de la
frecuencia de cada uno de estos agentes causales.

Los ureaplasmas se reconccieron como uno de estos agentes causantes de uretritis
no gonocdecica en los afos de 1950, Se encontré que el 30% de las uretritis no
gonocdeeicas se deben a ureaplasmas, tanto en hombres como en mujeres, cuando no
existen mas mMicroorganismos que éste.

O’ Leary, hace un estudio de la relacién que existe entre U. wrealyticum y la
prostatitis crénica (4 .

También se ha encontrado uretritis causada por ureaplasmas en pacientes
inmunosuprimidos y en pacientes que tienen miltiples parejas sexuales.

Taylor y Robinson 5, . asociaron a Chlamydia trachomatis, con infecciones
secundarias; lo que sugiere que micoplasmas, ureaplasmas y virus pueden estar en
simbiosis ocasionando efectos como uretritis en €l humano.

Se menciona que existe el "sindrome uretral”, término que se emplea cuando se
presenta disuria con bacteriuria y anuria, debido a ello no se pueden usar los métodos de
laboratorio convencionales, este dltimo sintoma mencionado es por el que se guian los
médicos. Al sindrome se le ha asociado con la presencia de ureaplasmas, micoplasmas y
Chiamydia.

Se ha presentado U. urealyticum en el tracto urinario ocasionando la formacién de
citculos. El papel preciso de los ureaplasmas en estas patologias no es muy conocido. Entre

las preguntas que han surgido se encuentra la de qué clase de propiedades poseen estos

33



microorganismos gque contribuyen a su virulencia. Se menciona que muchos
microorganismos son semejantes a otros y U. wrealyticum se absorbe en la superficie de
células de mamiferos y se multiplica ahi, tiene la capacidad de realizar actividad urealitica y
liberar iones amonio s, .

Se ha establecido que los ureaplasmas son méviles y ascienden al tracto urinario
desde la uretra, en la vejiga se han encontrado causando cistitis, ya que la lesionan
ocasionando inflamacién de su pared.

Un gran nimero de reportes sugieren la relacién entre cepas de ureaplasma con la
formacidn de célculos urinarios, tanto en tracto bajo como en el alto. Hasta la fecha no se ha
encontrado alguna relacién entre U. wrealyticum y pielonefritis aguda ,, .

Prostatitis. La prostatitis aguda es causada por bacterias pidgenas tales como
Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae y otras. La prostatitis crénica, generalmente
es ¢i resultado de la enfermedad en estado agudo no tratada o con un mal tratamiento y
también estd asociada con U. urealyticum. La prostatitis idiop4tica o prostatodinia es una
condicién que evidencia todos los sintomas clinicos de prostatitis pero no es infecciosa,
también se ha llamado prostatitis estéril ,;, .

Se encontré que se aistaron ureaplasmas del 47% de pacientes y del 25.5% de
controles sanos. O’ Leary ., , describié la importancia de los estudios cuantitativos en la
dificil tarea de asociar infecciones ureaplismicas con prostatitis.

Infertitidad. Los reportes sugieren que la mitad de las infecciones ureaplismicas que
se presentan en hombres, causan infertilidad idiopética afectando negativamente la funcién

espermaitica.
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También se ha encontrado que existe correlacion estadistica entre hombres infértiles
y la presencia de ureaplasmas en semen.

Se noté que en tales casos hay un marcado decremento de la movilidad de los
espermatozoides y algunas veces también diminuye su nimero. Poco después se encontrd
que estos microorganismos pueden unirse masivamente a los espermatozoides
especialmente en el segmento intermedio, como consecuencia, los espermatozoides
infectados se arrastran esforzindose para cumplir sus funciones. Esto, no solo decrementa
la movilidad, sino también puede causar recogimiento de la cola del espermatozoide
enmarafidndola e incluso, puede causar aglutinacidén multiespermatica; cualquiera de los
dos casos, da como resultado la pérdida total de la movilidad 4, . - ‘

Esto ha sugerido que la presencia de ureaplasma en el semen puede algunas veces
suprimir la penetracién ovédrica. Cominmente las infecciones ureaplasmicas en hombres
también causan infertilidad, por el hecho de ser asintométicas 0 a menudo no se realiza su
deteccién. Por esta razén muchos investigadores dudan acerca de la participacion de los
ureaplasmas en la infertilidad masculina,

Desafortunadamente, esta condicién ha demostrado que las enfermedades
transmitidas sexualmente, en este caso por ureaplasmas, causan failas en el aparato
reproductor, esta consecuencia se puede pasar de un individuo sexualmente activo a otra u
otras parejas, por lo cual deben de ser tratadas simultineamente, de lo contrario, las

personas se reinfectarian si solamente se trata a una de las personas.
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O’ Leary reporté que, mientras los ureapiasmas pueden infectar espermatozoides
humanos, particularmente en su segmento intermedio, la penetracién y absorcién en el
ovario no se afectan considerablemente.

Los altimes estudios epidemiolégicos indican que I). wrealyticum participa en las
fallas reproductivas humanas, con base en las altas frecuencias de aislamientos a partir de
parejas infértiles después de la terapia. Sin embargo, se cuestiona el porqué no se descubren
diferencias significativas entre parcjas fértiles e infértiles. Se demostré que la incidencia de
U. urealyticum es altamente significativa en aquellas parejas en quienes la infertilidad se
asocia con la presencia de un "factor masculino”, cosa que no sucede con oftras parejas
infértiles que no poseen este factor. Son entonces pocas, las evidencias de que U.
urealyticum actuaimente causa infertilidad en hombres (, .

Se realizé un estudio para investigar el efecto de tres serofipos de U. urealyticum
sobre la movilidad espermitica expresada en porcentaje y sobreé la penetracién del
espermatozoide en gel de poliacrilamida.

Por los resultados de este estudio, se ve que hay diferencias significativas en el caso
de la penetracién en el gel de poliacrilamida, entre los espermatozoides infectados con
ureaplasma y los no infectados; la infecci6bn ureaplismica tampoco tiene efecto
significativo en el porcentaje de movilidad.

Se utilizaron los serotipos 1, 4 y 11. El serotipo 4 ureaplismico se ha reportado
como el mds comiin encontrado en hombres con uretritis.

Para elucidar el papel de U. urealyticum como causa de prostatitis crénica se

investigé su incidencia en el tracto genital en 131 pacientes con prostatitis crénica, en 120
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pacientes con sintomas y signos de prostatitis sin datos de inflamacién prostatitica, cuentas
normales de leucocitos y cultivos de orina negativos a lo cual se le ha denominado
prostatodinia; también se reconocid la presencia de bacterias como Chlamydia trachomatis.
Acordando que en 4 pruebas U. urealyticum se aislé de la pristata de 16 pacientes con
prostatitis y 2 pacientes con prostatodinia, 5 de estos pacientes con prostatitis, mostraron

otras bacterias en especimenes obtenidos después de masaje prostitico @y -

Infeccion en el liquido amniotico.

La corioamnicnitis se ha asociado con el desarrollo de neumonia congénita y
nacimientos prematuros,

U. urealyticum ha sido el microorganismo mis comin aislado en placentas
inflamadas y ha generado mucho interés como patégeno, siendo capaz de causar infeccion
diseminada.

La adquisicién fetal del micoplasma puede ocurrir por infeccién placentaria con
varios niveles de diseminacién hematégena a través del corddn umbilical, el
microorganismo llega al pulmén fetal y al liquido amnidtico, también puede causar
neumonitis bacteriana o meningitis a partir de un foco como el tracto respiratorio.

Una tercera suposicidn puede ser la transmision vertical durante el periodo perinatal
a través del paso por el canal vaginal, resultando una colonizacién en piel, mucosa y

posiblemente vias respiratorias q, .
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Las evidencias sugieren que la infeccién del liquide amnidtico generalmente se
presenta por una infeccién endocervical ascendente, las mujeres con infeccién cérvico-
vaginal por U. wrealylicum tienen un riesgo mayor de presentar la infeccién del liquido
amniotico gy v, -

En un 95% de nacimientos se encontré corioamnionitis por histologia en gestantes
de 25 semanas o menos, en un 35% a 40% de 25 a 32 semanas, de 11% de 34 a 35 semanas
y enel 3% al 5% en nacimientos normales; cabe mencionar que no siempre se encuentra
una asociacion eatre la infeccién del liquido amniético y sus muestras histolégicas. Sin
embargo, es el agente mds cominmente encoatrado en coricamnionitis por estudios
histolégicos ,, .

En un estudio ,y,, ¢ examinaron histolégicamente 8 placentas en donde el resultado
fué positivo para la presencia de U. urealyticum en el corioamnion, se encontrd también en
los pulmones de 7 fetos que fallecieron a causa de neumonia.

En otro estudio ,,,, se recolecté liquido amnibtico transabdominalmente de 86
mujeres clinicamente asintomiticas, con contaminacién en el tracto genital bajo,
encontrindose que esta poblacin presenta una incidencia dei 97% de contaminacién por U.
urealyticum, presentindose corioamnionitis y neumonia fetal, el 80% de los casos de
autopsias revisadas son muestras del pulmén o de placenta.

Entonces, en los nifios que presentan coricamnionitis, se puede sospechar de una
infeccién por U. urealyticum ;, .

Gauthier ,,, . estudié la relacién entre la colonizacién del liquido amniético, la

colonizacién vaginal y la neonatal, con U, urealyticum. Este investigador aislé las muestras
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del liquido amnidtico y de la vagina de mujeres con infeccién intraamnidtica seguida de
rompimiento de membranas por mis de 10 horas. El liquido amnidtico se recolectd
transverticalmenie por aspiracién con un catéter intrauterino, 116 fueron positivas para
U. urealyticum en la vagina, 69 en el liquido amnibtico y 66 de vagina y liquido colonizado
con U. urealyticum, que puede no estar necesariamente involucrado en los partos
prematuros en pacientes con ruptura temprana de membranas.

Syrogiannopoulus ., examiné aspirados endotranqueales de todos los recién
nacidos prematuros con edad gestacional de menos de 30 semanas, encontrando que los
fetos pueden colonizarse in wfero via contaminacién del liquido amnidtico después del
nacimiento prematuro, otras condiciones que la favorecen pueden ser los nifios con
inmadurez inmunoldgica y los nifios hipogammaglobulinémicos quienes reciben terapia
antimicrobiana, siendo asi favorable el crecimiento de microorganismos tales como U,
urealyticum y Mycoplasma hominis.

Horowitz ,, hizo otro estudio con el propdsito de determinar la colonizacion
amniética por U. wrealyticum, el aislamiento del microorganismo de ia superficie coridnica
de la placenta se encuentra relacionado con la alta morbilidad y mortalidad en esta
poblacién en estudio.

Estudiando las consecuencias de la colonizacién por U. wrealyticum en pacientes
neonatales y la ruptura prolongada de membranas en lz madre, Gauthier ., practicé
amniocentesis en 225 pacientes con 34 semanas completas de gestacion y con ruptura de
membranas; del liquido amnidtico se aislaron bacterias aerobias, anaerobias, Mycoplasma

hominis y U. urealyticurn. En pacientes con aislamiento positivo sdlo para {. urealyticum,
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se encontré en 33 de ellas desarrollo de corioamnionitis clinica, aunque no hubo
documentacion de casos con sepsis neonatal,

Se realiz6 un estudio en 575 mujeres gestantes aparentemente normales y con
membranas intactas, la colonizacién con U. urealyticum antes del nacimiento casi siempre
es asintomdtica y se lleva a cabo en el corioamnion, siendo asi un factor de riesgo en el
desarrollo de endometritis en nacimientos post-cesirea. Se aislaron del corioamnion
después del nacimiento por cesdrea, bacierias aerobias y anaerobias, Mycoplasma sp,
Chiamydia trachomatis y Trichomonas vaginalis, provocando endometrit_is post-operatoria.
Las mujeres con labor espontdnea también pueden desarrollar endometritis, ésta ocurre en
un 28% de mujeres con presencia de U. wrealyticum en el corioamnion atn siendo el
nacimiento por cesdrea. Otras bacterias distintas a U. urealyticum se han presentado con un
porcentaje del 8.8, comparadas con sélo el §.4% de aislamiento pc;sitivo para aquel. La

edad gestacional promedio con presencia de U. urealyticum fue de 34 semanas o

Transmisién vertical de ia infeccién

La transmisién vertical se encuentra en un rango del 29% al 55% en nifios
prematuros y del 18 al 55% en nifios que llegan a su término sn- Otros autores 5, opinan
que oscila del 45% al 66%, encontrandose una relacion de la transmisién vertical con el
incremento en la presencia de corioarnionitis.

La transmisién vertical no se ve afectada por e! tiempo de exposicién cuando existe

ruptura de membranas, excepto en aquellos nifios que nacen por via vaginal, se ha visto que



madres que tienen mas de una hora con rompimiento de membranas corren el riesgo de
incrementar la transmisién vertical por U. urealyticum ,,.

Syrogiannopoulus ,,, en otro estudio realizado, encontré nifios celonizados con
dicho microorganismo en garganta, ojos, y vagina; se colonizaron desde los 3 meses de
edad y 14 de los nifios observados desarrollaron infeccién en el tracto respiratorio bajo.

Sin embargo, el mismo autor dice que fa ruptura de membranas fetales por 12 horas
o mds no se asocia con el incremento de la frecuencia de aislamiento de U. urealyticum en
los recién nacidos.

Sanchez , , localizé los primeros indicios de la transmisién vertical de U.
urealyticum en dos grupos de nifias, el 3.8% en nifias colonizadas, contra 6% de nifias no
colonizadas con /. wrealyticum. Sin embargo, encontré que de un 80% de madres
colonizadas con U. wrealyticum, al nacer sus nifias fueron infectadas y a la semana de vida,
presentaban la vagina colonizada con U. urealyticum observindose asi una alta frecuencia
de transmisién vertical, siendo todos partos normales. Sin embargo, 9 de 11 nifias que
nacieron por operacién cesirea y cuyas madres presentaron rompimiento de membranas,
estaban colonizadas con U. wrealyricum.

Tratindose de nacimientos por operacién cesirea Syrogiannopolus ,, , encontrd que
la colonizacién por U. urealyticum en nifios ocurre con un alto indice de relacién entre fa
colonizacién y el bajo peso al nacer.

O’ Leary ,,, encontré en pacientes embarazadas, anticuerpgs que indican la
presencia de U, urealyticum en cavidad amnidtica. El estudio se realizd en mujeres de alto

riesgo como son:
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1) Mujeres (16 a 20 semanas) de embarazo a quienes se les practicé la amniocentesis
transabdominal.

2) Mujeres admitidas con labor prematura.

Se encontraron anticuerpos contra U. urealyticum en el suero a través del método de
ELISA. )

La presencia de U. urealyticum en el liquido amniético de los dos grupos fué de
2.9% y 4.3%, respectivamente; la presencia de anticuerpos contra U. urealyticum en las
mismas pacientes, pero colonizadas, fue de 50% y 86% respectivamente. Las consecuencias
que pueden presentarse en el embarazo cuando existe colonizacién del liquido amniético
son, partos prematuros, nifies de bajo peso al nacer y muerte fetal, cuando es
signiﬁcativ.;mente alto el porcentaje de la colonizacion en el liquido amniético se presenta
un 90% de nacimientos con muerte fetal o nifios con bajo peso al nacer ,, .

Recientemente, se ha mencionado la relacidn existente entre 1a transmisién vertical
y la infeccidn por U. wrealyticum durante la infancia temprana, observindose con cierta
frecuencia la enfermedad del tracto respiratorio bajo durante los primeros meses de vida en
nifios que llegaron a término en el embarazo y que aparecieron colonizados en faringe con
U. urealyticum «,, .

Otro posible mecanismo de entrada para ¢l microorganismo puede ser la hemorragia
intraventricular, que puede llegar hasta el liquido cefalorraquideo y, por tanto, tendria que

estar el microorganismo en la circulacién del nifio, aunque esto aiin no se ha demostrado .
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Ei microorganismo puede ser transmitido de una madre colonizada a su hijo por

cualquiera de las siguientes tres vias:

1) In utero por cualquiera de las dos rutas, transplancentariamente pasa la sangre de la
madre al feto. o por la ruta ascendente secundaria a la colonizacion del tracto urogenital
de la madre.

2) A la hora del nacimiento, en el paso a través del canal del pario que se encuentra
colonizado con U/. urealyticum.

3) Postnatalmente por transmision horizontal ; 5, -

Tocante a la recoleccion de muestras, el aislamiento de U. urealyricum se obtuvo
inmediatamente después del nacimiento, hul?o exclusiones en algunos casos por muerte
temprana, o mal transporte de muestras del paciente postnatal, las muestras de U.
urealyticum no se colectaron en las primeras cuatro horas de vida, sino durante el primer
dia o en los primeros dias de vida, pudiendo subestimar el papel de este microorganismo en
la morbilidad aguda 4, .

O’ Leary ., . investigd las evidencias existentes encontradas a través de serologia,
como es la presencia de anticuerpos en mujeres con abortos espont{méos. Sin embargo, los
ureaplasmas se han aislado del liquido cerebro espinal de nifios prematuros padeciendo
meningitis, sugiriendo que este microorganismo es capaz de producir este tipo de
infecciones ademds de los problemas respiratorios. Aparentemente, la colonizacién del
pulmén en un nific puede ocurrir de dos maneras, in wfero o durante el nacimiento.

Cualquiera de las formas de infeccidn se ve reflejada en el titulo de anticuerpos tanto entre
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las muestras de la madre , como en muestras sanguineas del nifio. El que un feto se infecte
al nacer, se ha visto que depende aparentemente del titulo de anticuerpos que se encuentren
en el momento del alumbramiento.

Recientemente se intentd correlacionar los serotipos de U.‘ urealyticum con mujeres
asintomdticas y con aquetlas que han tenido complicaciones durante el parto, encontrando
que en las segundas puede estar asociado a los serotipos 4 y 8, pero las condiciones
definitivas no se han establecido 5, .

Como clinicamente no existen evidencias de infeccién por U. urealyticum que

puedan ser comprobables rapidamente, los médicos no actian de inmediato, poniendo en

riesgo la vida de sus pacientes pediatricos.

Neumonia

El factor predisponente que mis presentan los nifios, son las enfermedades
respiratorias que no muestran un diagndstico microbiolégico preciso, sobre todo si existe un
sinergismo con otros mMICToOrganismos o virus g, .

Las lesiones pulmonares consisten principalmente en la acumulacién intraalveolar
de leucocitos polimorfonucieares con macréfagos anclados o en mezcla con células
moenonucleares. Gail 5, especul6 sobre la presencia de membranas hialinas en asociacién
con un exudado inflamatorioc que puede relacionarse con la interferenciz de otro

microorganismo que actie con U, urealyticum.



E! neonato prematuro es mds susceptible a desarrollar neumonia, sin embargo los
niftos $anos y no prematuros no estin exentos de presentar la enfermedad.

Reportes de casos individuales han sugerido que U. wrealyticum puede causar
neumonia en recién nacidos, de cualquier modo no existen estudios previos asociados con
la presencia de fallo respiratorio agudo .

En el caso de un neonato con bajo peso al nacer colonizado con U. urealyticum, se
presentd un estado de inmunodeficiencia, que le originG neumonia ademas de deficiencia de
vitamina E 5, . encontrandose una relacién entre la inhibicién de} metabolismo entre la
respuesta de anticuerpos contra U. urealyticum y la enfermedad respiratoria en nifios recién
nacidos. Gail descubrié un caso de neumonia ureaplismica fatal en un neonato, asociado
con un elevado titulo de anticuerpos contra U, urealyticum del serotipo 8 (el mismo
serotipo aislado de pulmones), esta localizacién estuvo acompafiada de lesiones
inflamatorias en el pulmén, implicando al microorganismo como un agente causal de
infeccién, al parecer, adquirida in wtero. Se intentd localizar ureaplasmas en lesiones de
puimén en un caso de neumonia intrauterina fatal, usando inmunofluorescencia para el
diagnéstico a lo largo del tejido. También puede ocurrir rinitis y otilis aunque con menor
frecuencia que la neumonia. Los microorganismos se localizaron por inmunofluorescencia
en alvéolos con dreas de inflamacion.

El aislamiento de un microorganismo de las vias respiratorias alias frecuentemente

no predice su presencia en el pulmdn.
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Sistema nervioso central

Los neonatos, particularmente quienes nacen prematuros, adquieren infecciones in
uterc a la hora del parto por microorganismos potencialmente patdgenos, incrementando el
riesgo de infeccitn diseminada.

La incidencia de meningitis bacteriana se agudiza durante el periodo neonatal mas
que ningln otro periodo de la vida. Aproximadamente, en 2 terceras partes de todos los
nifios con meningitis se ha encontrado aj miCroorganismo en sangre, antes de que se aisle
del liquido cerebro espinal. Los factores de riesgo en las manifestaciones clinicas de
infecciones por U. urealyticum en el sistema nervioso central en nifos recién nacidos no se
han determinade, aunque contrariamente a o que se pensaba, estas infecciones son de lo
mas comiin ;;, .

Ureaplasma urealyticum se ha aislado del liquido cefalorraguideo de nifios con
hemorragia intraventricular y en algunos nifios con hidrocefalia. Existen evidencias que
indican la presencia de infecciones ureapldsmicas en el tracto respiratorio bajo, algunos
presentant neumonia clinica con derrame pleural, de donde se ha aislado I/, urealyticum,
sugiriendo asi que su presencia en el tracto respiratorio es e} inicio de infecciones en el
sistema nervioso central. Este microorganismo se aislé de seis hifias con hidrocefalia,
también se aislé del tracto respiratorio de 4 de 8 nifias con infeccién en el liquido
cefalorraquideo. Existe el caso de un nifio con neumonia clinica y derrames pleurales de
donde también se aislé el microorganismo an- S¢  ha descrito a los nifios ya sea con

infecci6n subclinica o con la enfermedad moderada con un completq restablecimiento. Se
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ha documentado bien el decremento en la hidrocefalia presente en nifios prematuros con
infeccién en el sistema nervioso central causada por U. wrealyticum al darse tratamientos
con antibidticos ;.

Waltes 5, en sus estudios, observd la contaminacién del liquido cefalorraquideo
con microorganismos provenientes de a piel, otra causa de contaminacién es debido a un
mal manejo en la manipulacién de la muestra dentro del laboratorio, en estos casos se ha
identificado a U. urealyticum como contaminante.

La mitad de los nifios afectados por U. urealyticum murieron al identificar la

infeccién en el liquido cefalorraquidec ).

Sepsis neonatal

Esencialmente, U. wrealyticum puede establecerse in uters, incluyendo la
circulacién sanguinea, a través de la infeccién ascendente del liquido amnidtico. Se han
cuestionado los exdmenes realizados a nifios fallecidos y a fetos en los que se piensa que U/,
urealyticum pudo haberlos colonizado antes de su muerte.

El aislamiento del microorganismo de! pulmén puede nada mis representar la
aspiracion del fluido amnidtico infectado, pero el aislamiento a partir de cerebro, corazén
y/o visceras, representa diseminacion hematogena fetal 5,

El factor que se encuentra mds asociade con sepsis en el neonato es el peso bajo al
nacer. Otros faclores que se incluyen son ruptura prolongada de membranas, nacimiento
traumdtico, infeccién materna, corioamnionitis o hipoxia fetal. Alternativamente, el feto

puede adquirir a los microorganismos in utero a través del liquido amnidtico infectado por
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la placenta. Las infecciones placentarias comprometen la zona umbilical como si fuera el
reservorio de donde se disemina la infeccion al feto, aunque puede presentarse aspiracién
de los microorganismos en los pulmones causando neumonitis y septicemia a partir del
tracto respiratorio.

Gail ,, aislé . urealyticum de sangre de 19 de 34 nifios prematuros con aspirados
endotraqueales positivos para dicho microorganismo, encontrande que el 26% tenian en
sangre al microorganisme, también lo aislé de sangre del cordén umbitical,

Los resultados sugieren que la septicemia es mds comuin en nifios prematuros y
puede acompaiiarse de neumonia.

Hasta la fecha no se ha reportado infeccién por micoplasmas intrahospitalarios, la
colonizacion en infantes disminuye después de los 3 meses de edad, aungue en los nifios
prematuros se ha encentrado al microorganisme en el tracto respiratorio durante muchos
meses.

Como se habfa mencionando anteriormente, el factor més significativo asociado con
infeccién micoplasmica circulatoria en el neonato es el bajo peso al nacer, nifios prematuros
con pesos menores o iguales a 2.5 Kg son los més propensos de desarrollar 1a infeccién. Las
variables que predisponen a las infecciones maternas o fetales/neonatales, pveden verse en
la Tabla 5 g,

La bacteremia causada por ureaplasmas no se ha dado en nifios fuera del periodo
perinatal. En las infecciones subclinicas causadas por U/, arealyricum cominmente éstos se
aislan de las superficies mucosas en las mujeres y pueden transmitirse tanto a su pareja

como al feto j,,.
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Tabla 5. Condiciones que pueden incrementar el riesgo de infeccidn sistémica en el feto
y neonato

Factores maternos
Nivel socioeconémico bajo
Infeccidn en el tracto urinario
Ruptura profongada de membranas ¢ prematuros
Corioamnionitis
Labor prematura
Factores fetales/neonatales
Bajo peso al nacer
Sexo masculine
Anormalidades congénitas. Ejem: meningomielocele

Asfixia perinatal (cuenta de Apgar meror de 6 y 5 min.)

Infeccion en el tracto genital femenino.

Los ureaplasmas se han involucrado en infecciones ascendentes del tracto genital
femenino, se sabe desde hace mis de medio siglo que los ureaplasmas han causado
abscesos en las glindulas de Bartholin.

Los ureaplasmas causan una gran variedad de infecciones progresivas en el tracto
genital femenino, que comienzan como vaginilis ¥ pasan a cervicitis, a endomet(itis. a
salpingitis y a ooforitis.

Como siempre la pregunta es, si los ureaplasmas son o no :lpatégenos en el tracto

genital femenino, aunque aparentemente las mujeres no presentan sintomas .
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No obstante, O”Leary y asociados ., concluyeron que los ureaplasmas no pueden
pasar como un inofensivo comensal en el tracto genital femenino.

Aprovechando que se han revisado y discutido los pros y los contras de esic
microorganismo, los consensos parecen inclinarse a que los ureaplasmas son patégenos no
tan importantes; sin embargo, por la patologia que presenta debe considerarse para el
diagnéstico de faboratorio. Hay evidencias donde la terapia apropiada para eliminar
ureaplasmas puede también eliminar cualquier otra infeccion.

Los ureaplasmas se han asociado con abscesos de tubo ovirico y salpingitis,
endometritis, adherencias pélvicas y endometrosis en donde ésta requiere de operacién
cesdrea ).

Como una de las condiciones de la presencia del microorganismo la inflamacion se
agudiza. Se considera menos agresivo que otros microorganismos, pere no deja de ser un
peligro potencial que involucra tanto a sexo femenino como a masculino ¥y que, ademds,
tienen interferencias en la reproduccién. Hay evidencias de que los ureaplasmas afectan la
reproduccidn con mis frecuencia en mujeres que en hombres ,,,,.

Algunas cepas de ureaplasmas pueden causar interfertilidad en mujeres, uno de los
causantes de este problema puede ser la inseminacion artificial, en .donde los donadores de
espermas estén infectados con ureaplasmas.

El serotipo 4 ureaplismico se ha reportado como el mis comin en el cérvix de

mujeres con enfermedad pélvica inflamatoria ;.

50



Tratamiento

La apreciacidon de U. urealyticum como patdgeno humano y su documentacién sobre
la resistencia a antibi6ticos han tenido gran interés, presentindose distintas alternativas para
pacientes infectados con este microorganismo g ;.

Debido a que los ureaplasmas carecen de peptidoglicanos no. se ven afectados per
antibidticos betalactdmicos, tampoco son susceptibles a sulfonamidas o trimetoprim porque
no sintetizan dcido félico. Sin embargo, son generalmente susceptibles a antibiéticos que
interfieran con la sintesis de proteinas tales como tetraciclinas y macrélidos .

Comenzd a detectarse resistencia a tetraciclinas por parte U. wrealyticum desde
1970, cuande se encontré aproximadamente en el 10% de cepas aisladas de hombres con
uretritis ;. Waites publicé los primeros reportes de la resistencia a tetraciclina por U.
urealyticum. Cuatro afios mis tarde se report6 la resistencia en un 42%. También demostré
que las cepas resistentes con secuencia de ADN homélogas al determinante estreptocdccico
fetM, media la resistencia a nivel ribosomal en la sintesis de proteinas.

La mayoria de los estudios in vitre apoyan la seleccion de la eritromicina como ej
antibidtico de eleccién para infecciones pediatricas causadas por ureaplasmas en donde no
se involucre a! liguido cefalorraquideo. Actualmente es unc de los pocos agentes
antimicrobianos adecuados para el tratamiento de infecciones en mujeres embarazadas,

ademds de utilizarse para el tratamiento en infantes excepto, como ya se menciond, en el
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caso del liquido cefalorraquideo, para estos casos se recomienda el uso conjunto de
tetraciclina/cloranfemicol 31, 73)-

La susceptibilidad in vitro a eritromicina de 43 muestras aisladas del aparato
respiratorio de neonatos se probd junto con otros cinco antibidticos a los cuales {/
urealyticum presenta resistencia: gentamicina (58%), ciprofloxacina (64%) v clindamicina
(53%), s6lo una cepa (2%) fue resistente a cloramfenicol y tres (7%) fueron resistentes a
doxiciclina. La concentracion minima inhibitoria de ertromicina fue de 0.125 a 4 pg/ml,
con 19 cepas (44%) se considerd susceptible y con el resto de las cepas (56%) con

susceptibilidad media. Tabla 6 (7).

Tabla6.  Susceptibilidad a seis antibidticos para cepas de U/ urealyticum, aislados del
tracto respiratorio bajo en nifios recién nacidos.

Antibiético Rango CMIso CMIso Susceptible

Cloramfenicol 0.125-128 2 8 94%
Ciprofloxacina 1-16 4 8 10%
Clindamicina 0.125-64 4 16 21%
Eritromicina 0.125-4 1 2 44%
Doxiciclina 0.008-32 0.003 2 93%
Gentamicina 2-64 16 32 23%

Segun los estudios de Eschenbach (15;, se probé la susceptibilidad de la entromicina
con no muy buenos resultados. El tratamiento constd de seis semanas, 250mg cuatro veces
al dia, entre las 22 y 32 semanas de gestacion, de donde concluyd que este antibidtico no
estd justificado para el tratamiento de [/ wrealyticum en el tracto genital bajo para prevenir

parto préematuro gy,
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Ya hace algunos afios, Kenny ., expuso a U. wrealyticurn a quinolonas como
esparfloxacina y WIN 57273, en donde la concentracién minima inhibitoria para el 90% de
susceptibilidad se observé con 0.25 mg/mL para WIN 57273 y 0.5 mg/ ml para
esparfloxacina; también probd ofloxacin 2mg/mL, sugiriendo que estas quinolonas pueden
ser utilizadas para el tratamiento de dicho microorganismo.

Kenny ,,. en los dos ultimos afios, muestra que U. urealyticum es més susceptiole a
trovafloxacina, con un rango de susceptibilidad de 0.06 a 0.5 mg/mL comparado con 0.25 a
10 mg/ml de esparfloxacina y 1 a 4 mg/ml de ofloxacina, de aqui se observa a la
trovafloxacina como la proxima promesa para infecciones genitales y respiratorias, pero
esto depende de la toxicidad y farmacocinética.

Madoff y colaboradores ., probaron la actividad de aztreonam (AZT) contra 5
cepas coleccionadas, de U. wrealyticum, en 3 de las cuales al exponerse a AZT no se
observé susceptibilidad alguna.

La posibitidad encontrada para el fallo del tratamiento exitoso en infecciones
genitales por U. urealyticum en adultos, se ha atribuido a la falta de actividad in vivo de la
droga en secreciones vaginales a causa de posibles variaciones en el pH bajo que afecta su
accidn. Esto con base en pruebas de laboratorio en donde se vario el pH de 6.0 a 7.2-7.4 5,

Abele y colaboradores ,;, encontraron que la doxiciclina a veces da resultado y otras
veces 1o, debido a que no es el mismo serotipo de U. urealyticum. El serotipo 4 es sensible
a doxiciclina y el serotipo 8 es resistente a doxiciclini, esta resistencia se observd en

mujeres que han tomado antibi6ticos por infecciones recurrentes. Sin embargo, tanto la
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claritromicina como la eritromicina presentaron un 100% de efectividad frente a Ul

urealyticum.



CAPITULO III

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Para el diagnéstico de laboratorio por la metodologia tradicional, existen en el
mercado como se mencioné en un capitulo anterior varios medios de cultivo, entre los
utilizados se encuentra el U9 Medio de Shepard y Lunceford, el U9B que es ¢l Medio de
Shepard U9 adicionado de 4cido clorhidrico, e} Medio Taylor-Robinson, el U9 Medio de
Howard, el Agar E modificado, el Caldo y Agar Ureaplasma y, por iltimo, el Caldo E
suplementado con urea, que hasta ahora han sido los que utilizan los laboratorios para la
identificacién de rutina sin embargo, la gran mayoria requiere como minimo 8 dias de
incubacién. Desde que se siembra en los medios de transporte o caldos para su desarrollo se
observan diariamente durante 5 dias y si existe un vire de color, entonces se procede a
inocular en alguna de las placas incubindose y observindose durante 2 a 5 dias mds para
que, en cuanto haya desarrollo, realizar la identificacién de las colonias. Se confirma la
presencia de U. urealyticum agregando una solucién de urea al 1% y MnCl2 al 0.8% en
agua destilada sobre Ia superficie de la placa.

Estos métodos han sido los mis utilizados debido a su bajo costo, sin embargo, para
la identificacién rdpida, precisa y que requiera de rapidez por alguna emergencia no son
muy ttiles; los médicos tienen que actuar de inmediato sin esperar tantos dias para tener el
resultado de la identificacién y posiblemente esto lleve a instituir un tratamiento que pueda .

no ser el adecuado, trayendo consecuencias inclusive mortales.
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Debido a ello, es necesario implementar nuevas técnicas y procedimientos precisos
para lograr su rpida y certera identificacién. Actualmente, con el desarrollo de la Biologia
Molecular, se estin empleando -aunque s6lo en los laboratorios de los paises desarrollados

que cuentan con las facilidades- las técnicas que se mencionan a continuaci6n.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Es una técnica que amplifica pequefios segmentos de moléculas de ADN
(aproximadamente 100 - 500pb) ;.
Una tipica reaccién de amplificacién incluye:

-segmento de ADN.

-polimerasa (Taq polimerasa).

-dos oligonuciedtidos como iniciadores

-desoxirribonucléotido

-amortiguador

-magnesio (MgCla).

-aditivos opcionales.

Los componentes se mezclan y se colocan en un aparato automatizado de ciclos
térmicos donde se efectdia la reaccién a través de una serie de diferentes temperaturas,
variando o no el total del tiempo. Esta serie de ajustes tanto a lemperatura como a tiempo,

se refieren a un solo cicle de amplificacién. Tedricamente en cada ciclo de la reaccién se
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duplica la secuencia que se necesita. Cada ciclo de amplificacién consiste de varios pasos.
FEstos se optimizan para cada combinaci6n de iniciadores.

El paso inicial de desnaturalizacién de ADN empieza a temperaturas altas de 95°C y
puede ajustarse segin reportes de 15 segundos a 2 minutos.

En el siguiente paso se reduce la temperatura aproximadamente entre 40 y 60°C, a
esta temperatura hay asociacién estable (alineacin) de las cadenas de ADN separadas con
los primers y la ADN polimerasa sirve como primer para sintesis de ADN, este paso es de
aproximadamente 36 a 60 segundos.

Finalmente, la sintesis de un nuevo ADN empieza cuando la temperatura de la
reaccién aumenta para la optimizacién de la polimerasa termoestable que es de 74°C
durante 1 a 2 minutos (extensién).

Con este paso se completa un ciclo y los proximos ciclos empiezan de nuevo con
95°C para desnaturalizar. Después de 20 a 40 ciclos de 1a amplificacién del icido nucleico,
puede analizarse su secuencia, cuantificaria o usarla en otros procesos experimentales

Los productos de la PCR se pueden analizar por electroforesis en un gel de agarosa
con bromuro de etidio, el corrimiento de las muestras se observa a través de UV.

Una modificacién de la técnica de PCR es Ia RT-PCR que es 1a transcriptasa reversa
en la reaccion en cadena de la polimerasa , ; 5 20 3. &, 6. - D¢ ARNm mis la enzima
transcriptasa reversa se obtiene cADN (ADN complementario), en esta reaccion se verifica
si existe o no transcripcidn.

En este caso los reactivos necesarios incluyen:

-amortiguador de RT.
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-desoxirribonucléotido
-MgCl

-oligo dT.

-ARN sin inhibidor.
-ARNm problema.
-enzima RT.

-agua libre de nucleasas.

Se incuba 1 hora a 37°C.

Teng y colaboradores, para minimizar los riesgos de contaminacién que se les
presentaron en la PCR, posteriormente redujeron el volumen de la muestra problema, esto
se dio dnicamente en muestras que fueron tomadas del tracto urogenital. Ademds,
recomendaron que cada muestra se hiciera por duplicado con diferente concentracién o
restando la concentracion de la amplificacién en la que no se obtuvo nada. De 293
muestras, 10 fueron positivas para U. urealyticum analizando por PCR y 4 fueron positivas
per medio de cultivo, mostrando asi que la PCR es mis sensible gue los medios de

cultivos 4 45,

Inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia desarrcllada por Coons en 1942, es un

procedimiento histoquimico para demostrar y localizar antigenos o anticuerpos en cortes de
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tejido o en suspensiones celtlares. Las inmunoglobulinas se acoplan a colorantes
flucrescentes sin pérdida alguna en su actividad de anticuerpos; para cierlos propositos se
marca ¢l antigeno de forma similar. La formacién de complejos inmunes estables se hace
visible en un microscopio para fluorescencia.

Los colorantes fluorescentes o fluorocromos son sustancias que se caracterizan por
su capacidad de alcanzar niveles elevados pero inestables de energia, absorbiendo la luz a
una cierta longitud de onda y emitiéndola inmediatamente a otra longitud de onda dentro
del rango de luz visible,

El fluorocromo de uso mas amplio es el isotiocianato de fluoresceina, que tiene un
méximo de absorcién entre 490 y 495 nm y emite su caracteristico color verde a 517 nm. El
isotiocianato de tetrametil rodamina muestra una fluorescencia rojo-anaranjada, es un
colorante de contraste itil cuando se demuestran dos antigenos ¢ dos anticuerpos en la
misma preparacién; tiene un maximo de absorcién a 550 nm y un mAximo de emisién a 580
nm.

El 4cido dimetil-amino-naftalén-sulfénico (DANS) da una fluorescencia verde, pero
se utiliza poco.

Los microscopios utilizades para  visualizar una  preparacién  por
inmunofluorescencia son modificaciones simples del microscopio de luz transmitida que
involucran una fuente de luz de alta intensidad, filtros de excitacién o primarios, filtros de
barrera o secundarios y condensador especial.

En 1970, Pelacz 4, introdujo un sistema epiluminado que emplea un iluminador

vertical y un espejo dicroico; en este sistema, la luz de excitacién se enfoca directamente a
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la preparacién a través de la lente del objetivo, esto tiene varias ventajas ya que puede
combinarse con luz transmitida para observacién en contraste de fases.

Virtualmente, cualquier antigeno o anticuerpo  puede  detectarse por
inmunofluorescencia. Los pasos involucrados son: preparacion del suero inmune o gamma-
globulina especificos, comjugaci6n con el colorante fluorescente y. finalmente, el
procedimiento de tinci6n.

Para Ia inmunofluorescencia son necesarios sueros heter6logos que contengan
miligramos del anticuerpo por mililitros de suero, su potencia se valora por precipitacién
cuantitativa o por hemaglutinacién pasiva. Debe asegurarse la especificidad a un nivel que
excede el detectable en difusién doble o en técnicas inmunoelectroforéticas. .

Es necesario obtener la fraccion IgG del suero ya que la conjugacion
subsecuentemente debe limitarse al anticuerpo lo mas posible, puesto que de este modo se
incrementa la eficiencia del proceso de tincidn y se evita la tincién no especifica debida a
proteinas conjugadas presentes en el suero.

En la conjugacién con isotiocianato de fluoresceina o con tetrametil rodamina, el
grupo isotiocianato se une a los grupos amino libres de Iz proteina en un pH alcalino, con la

formacidn de una unién carbamido covalente.



Lo OH
+NH-protcim COOH
OH

N=C =5 H-N-ﬁ-NH-prueim

v

H

El colorante que no ha reaccionado se elimina por filtracidn en gel o por didlisis
exhaustiva: es necesario también separar la gamma-globulina fuertemente marcada en una
columna de DEAE-celulosa. La sensibilidad de la fraccién globulina conjugada a
fluoresceina estd en funcién de! grado de marcado y de la concentracién del anticuerpo
marcado. En la prictica, casi todo el trabajo se realiza con conjugados para coloracién
inmunofluorescente indirecta y para algunos sistemas de coloracién directa, como los que
se utilizan para la detecci6n de bacterias y para inmunofluorescencia c.le membrana.

Si se establece la cantidad de anticuerpos por mililitros de suero, el conjugado puede
diluirse a concentraciones que se sabe se requieren para reaccionar satisfactoriamente con la
coloracién inmunofluorescente.

En condiciones 6ptimas se obtienen copjugados que contienen aproximadamente
30% de anticuerpos; en este caso, la tincién no especifica depende de la concentracién del
flourocromo en las diluciones correspondientes que contienen la concentracién deseada de
anticuerpos, ya que los conjugados estin cargados negativamente y tienden a unirse de

forma no especifica con componentes cargados positivamente.
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Los conjugados liofilizados pueden guardarse a 25°C sin una pérdida significativa
del titulo; sin embargo, se recomienda la temperatura de 4°C. Los conjugados en estado
liquide deben guardarse entre 4 y 20°C.

En la prictica, es importante caracterizar a un conjugado en cuanto a:

- Asegurar la especificidad a un nivel que exceda el detectable en difusién doble ordinaria
o con técnicas inmuncelectroforéticas.

- Establecer la dilucién 6ptima para un conjugado en un sistema antigeno-anticuerpo
especifico.

Ademds, ya que existen muchas variables que determinan la obtencién de un
resultado positivo y negativo, al realizar la prueba deben incluirse controles adecuados. En
la interpretacién de la microscopia de fluorescencia se necesita cierta precaucién, debiendo
darse como positivas s6lo aguellas muestras que presentan una fluorescencia definida y una
morfologia similar a la del controi.

Otro problema que se presenta en la inmunofluorescencia es la tincién no especifica
debida a ciertas cepas de S. aureus, que ocurre porque la porcién Fc,de las
inmunoglobulinas se una inespecificamente a la proteina A presente en estos
microorganismos. Esto puede evitarse afiadiendo suero normal al conjugado, haciendo una
digestién de 1a inmunoglobulina con pepsina para remaver el fragmento Fc o agregando el
conjugado con rodamina de una inmunoglobulina dirigida contra S. aureus.

La tincidn por inmunofluorecencia puede realizarse de diversas formas, de las cuales
las mds comunes son, la técnica directa en la que el suero especifico conjugado se agrega

directamente a la preparacién y la técnica indirecta, ciue 1a utilizaron por primera vez Weller
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y Coons en la que se hace reaccionar el anticuerpo especifico no marcado, con el antigeno y
después se adiciona la anti-globulina especifica marcada. El métode indirecto, en general,
se utiliza para detectar anticuerpos dirigidos frente a microorganismos especificos.

Naessens modificd la técnica de inmunofluorescencia indirecta, pensando en la
posibilidad de diluir el suero antiespecifico y deteciar serotipos en una mezcla de los

mismos, esta iltima se detectd ficilmente ;.

ELISA.

Las técnicas inmunoenzimiticas se fundamentan en el uso de reactivos
inmunolégicos, como antigenos o anticuerpos los cuales se encuentran marcados con una
enzima (conjugado). La enzima actia sobre su substrato y como resultado de esta
interaccién se forma un producto ficilmente medible espectrofotométricamente, lo que
demuestra de manera indirecta la presencia del anticuerpo o del antigeno, respectivamente.

Las principales ventajas del uso de los marcadores enzimiticos son: 1) sensibilidad
elevada debido al efecto amplificador de la enzima; 2) tiempo de vida media prolongado; 3)
ausencia de riesgos en su manejo cuando se compara con el uso de marcadores radiactivos.

Las técnicas inmunoenzimdticas se agrupan de manera general en ensayos
homogéneos y heterogéneos. Los primeros se realizan en una sola fase y no requieren
etapas de separacidn, mientras que en los heterogéneos son necesarios varios lavados para

separar los reactivos unidos de los libres.
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La técnica de ELISA pertenece a los ensayos heterogéneos donde se emplean tanto
reactivos unidos a una fase sélida como reactivos libres en soluci6n, los que al ponerse en
contacto llevan a cabo Ia reaccién antigeno-anticuerpo que puede identificarse de diversas
maneras a través de una serie de lavados imprescindibles para separar el material
combinado (Ag/Ac) del libre ,,,.

El antigeno o el anticuerpo pueden unirse a la fase sélida, las mas frecuentemente
utilizadas pueden ser de forma variada como son pequeiios tubos, placas de 96 pozos, o
perlas con diversos didmetros.

Técnica completa de ELISA y reactivos:

-microorganismos: U. urealyticum serotipo 7 .

-suera de conejo: obtenido por inmunizacién de un conejo por inyeccién
subcutdnea de 1 mL de microorganismos totales lavados y suspendidos en adyuvante de
Freud completo; durante 15 dias se inoculan 0.25 mg en 0.5 mL de solucién acuosa. Se
sangra el conejo a los 25 dias y se hace un ELISA.

-Preparacién del antigeno de células totales: La suspensién de la cepa de U
urealyticum (5 mL) se inocula en 30 mL de medio liquido de Shepard Modificado U9
conteniendo 5% de suero de caballo. Después de la incubacién durante la primera noche a
37°C, se le adiciona a 3 litros del mismo medio de crecimiento y se incuba durante 18 a 20
horas. Los microorganismos se centrifugan a 48,000 x g durante 40 minutos a 4°C. El
sedimento de células se lava 3 veces con amortiguador salino de fosfatos (PBS) con pH 7.3.
El sedimento de células finalmente se suspende en PBS (Img/mL) y se usa para la

inmunizacion del conejo.



-Preparacion del antigeno de membrana: las células de U. urealyticum se obtienen
como en el procedimiento anterior, pero se sustituye el suero de caballo por el suero fetal de
ternera, 3 mbL de estas células se suspenden en 50/mL de amortiguador carbonato-
bicarbonato en un rango de pH entre 8 y 12. La separacién de fracciones de membranas
citopldsmicas se lleva a cabo por centrifugacion a 100,000 x g por 2 horas, se lavan 3 veces
con PBS y se suspenden en PBS (pH 7.2} para su uso en ELISA. El contenido de proteina
del lisado se puede determinar por el método de Markwell y todos los antigenos se
almacenan en alicuotas de -70°C. La lisis de las células se realiza en amortiguador
carbonate-bicarbonato a pH 10.5.

-Suero humano: el control positivo se prepara con una mezcla de sueros de
individuos de quienes se sepa que sean positivos para U. urealyticum sin ningln otro
microorganismo. El contro! negativo se obtiene de individuos sanos.

-Técnica de ELISA: se determina la concentracién y el tiempo de incubacion det
antigeno, conjugado y suero humano y de conejo. La membrana y el antigeno control se
diluyen con amortiguador de carbonato-bicarbonato 0.1 M con pH 9.6, se adiciona en cada
pozo de la placa de microfitulacién. La placa se incuba toda la noche a 37°C y
posteriormente se lava tres veces con PBS conteniendo Tween 20 y alblimina sérica bovina
(PBS-TB).

El suero de conejo se diluye con PBS-TB, se afiade a todos- los pozos y se incuba a
temperatura de 37°C por 90 minutos. Las placas se lavan como se menciond antes y se
incuban a 37°C durante 60 minutos ahora con fosfatasa alcalina marcada con

antiinmunoglobulina de conejo en cada pozo. El sustrato de la enzima consiste en
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paranitrofencl fosfato, disuelto en amortiguador de dietanolamina pH 10. Las placas se
lavan tres veces y se le adiciona la soluci6n sustrato para cada pozo a 37°C y se guarda en
papel aluminio durante 50 minutos. La reaccién se detiene por adicién de NaOH 0.1N y se
lee a absorbancia de 460 en el espectofotémetro.

El suero humano se diluye 1/100 y con la fosfatasa alcalina marcada con IgM o IgG
antihumano, se diluye 1/70 y 1/60 respectivamente con PBS-TB a 37°C.

Por otra parte, Lee A. ,, demostré que el anticuerpo IgG de U. urealyticum en suero
detectado por ELISA con antigeno de membrana, es sensible y proporciona un significado
adicional para el diagnéstico y evaluacién de U. urealyticum en mujeres embarazadas. Tal
vez la deficiencia mds obvia del método de ELISA sea la incapacidad de detectar respuestas
de serotipos especificos. Una vez que el serotipo especifico se defina, la purificacién del

antigeno serd ideal para el uso del método.
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CONCLUSIONES

Los ureaplasmas son probablemente patdgenos primarios importantes, pero ha sido
dificil demostrarlo hasta la fecha, por existir una alta prevatencia de colonizaciéon sin
sintomas clinicos.

Existe un antigeno comiin que permite identificar los 14 serotipos de U. urealyticum.
Es necesario profundizar sobre los reconocidos como patogenos parz el humano y saber si
existen algunos otros. .

Ureaplasma urealyticum se ha aislado durante el embarazo entre el 39% v el 98%
pudiendo ocasionar infeccidn del liquidoamnidtico, coricamnionitis -comprometiendo la
placenta y diseminandose al feto.

Factores importantes asociados al dafio que se presenta en los neonatos son el bajo
peso al nacer, la ruptura de membranas por mas de una hora y el ser prematuros,

En traclo respiratorio bajo, 24 a 72 horas después del parto puede producir en el
neonato enfermedad cronica del pulmén asi como neumonia. Ambas pl'leden ser el inicio de
la infeccion en el Sistema Nervioso Central.

En adultos también puede afectar ocasionando uretritis inespt;ciﬁcas, en la mitad de
los casos presentados puede derivar a infertilidad, sobre todo en mujeres.

Ureaplasma urealyticum es generalmente susceptible a antibidticos que interfieren
con la sintesis de proteinas, siendo asi ja entromicina, el de eleccion para pediatria.
Evidencias sugieren a las quinolonas como una buena alternativa. :

Con respecto al diagnostico de laboratorio de Ureapl@a urealyticum, el analisis

bacteriolégico no es hasta ahora un buen método, pues requiere como minime de 8 dias.
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Con respecto al diagnostico de laboratorio de Ureaplasma urealyticum, el anilisis
bacteriolégico no es hasta ahora un buen método, pues requiere como minimo de 8 dias.

Dentro de las técnicas recientes se encuentra la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), que permite identificar al microorganismo con mayor sensibilidad y rapidez; sin
embargo, este método es costoso y todavia no accesible en forma rutinaria.

También pueden buscarse anticuerpos en suero humano (sobre todo de mujeres
embarazadas) para que reaccionen con los antigenos adecuados o serotipos especificos. Para
la bisqueda se emplean las técnicas de inmunofluorescencia indirecta y de ELISA, ambas
ripidas y no tan costosas como la PCR; sin embargo, no existe mucha especificidad con el

serotipo presente.
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