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INTRODUCCION
Lo enformeduder dol tvacto urinavieo o, Lo niclonefribis en -
particular, renrescnbtan ur serio pro-lema en lo que respecta
a4 su eticlogia y su tendencis a la cronicidad debideo a una te
rapia inadecuada.
A la luz de los conocimientaos actuales sobre las formas I, os
pouible dar una ciplicacidn mas ractonal al aparente aumento
de las enfermedades crdnicas infoccicosas gque se han venido ob
servando desde 1935, fecha en que aparecieron los primeros an
cb LU lCue .
Se ha demostrado que los agentes patdgenos bacterianos cuando
invaden a un huésped, ponen en accidén una serie de mecanismos
de defensa capaces do remover por me:dio de la faqocitosisz v -
lisis a los agentes infecciosos; sin embavgo, on una fase pre
via a la lisig, las bacterias va desprovistas de pared celu--
lar por accidén enzimitica, anticuerpos y elementos inmunol®qi
cos inecspecificos del suero, adquieren resistencia o su des--
truccidn final, dando por resultado Ia presencia de formas ~-
bacterianas atipicas (FBA), que on estas condicione: adoptan
caracteristicas propias gque las hacen diferentes a las bacle-

rias de morfologia normal caracteristica: imposibilidad par:

crocer on los meldios de cultivo trodicionales vy resistenclo
la accién de antibidticos que actlian =obre la sintesis de lz

pared ceclular.



400 miceroorganismnos atipicos llamados generalmente protoplag
ton:, woferoodastos o formas L, han sido objeto de invesliga- -
ciHn intensa en log anos recienbes, debido a2 gque sonode un in-
terts biloldgico extremo vy porque algunas evidencias cugieven -
que prueden bener un imporkante papel como agentes etioldyicos
do padecimieontos crénicos.
Desde ol punio de vista de la capacidad de un determinaco mi-
oovganismo para ser productor de un proceso patoldgico y o de
acuerdo a los gitios de donde se les ha aislado ge dividen ent
Procosos abscedales v osbeomiclibicos; infecclones estroploco-
cedceas: padecimicntos neurolfgicos e infecciones urinarvias.
Hatwlios previos demuostran la presencia doe FBA en enfermeda--~
des humanas, sugiriendo gue su presencia oo os producto del --
S, Sing que mas bicen contribuyen a mantoner una sitwiacidn -
de actividad, o bicen, como en ol caso de pielonefritis y olros

podecintontos infeceloson, son responsables de su oronicidad.

Cada ver con mayor frocuencia co presenta el caso de pacientos
e a posar de estar rocibiendo una terapia adecunada e inclusi
ve miriva de anbtibidticos de diferentes espectrog, no presen--
tear morli Froacidn Favorable del cuadro clinico, presentandose -
clevaeiones térmicas de consideracién.  En estos casos el enfo

que ha gido buscar el posible mecanismo gue perpelfa el proce-

to infeceioso, dirigiendo la atencidn hacia log microorganis--



mos atipicos v en particular a las formas I por su caracteris-

ticas especiales detalladas en los capitulos respectivos.



2)

3)

OBJETIVQOS:

Despertar el interés de microbidlogos, médicos generales vy
urdlogos, por conccer el comportamiento fisiolégico de la
fase-L bacteriana, asf coumo el papel que desempefian en los

procesos patoldgicos del tracto urinarvio.

Proponer una téenica auxiliar en el diagnbstico de enferme
dades del tracto urinario para aislar a identificar for- -

mas~-L como posible agente causal.

Proponer una posible terapia antimicrobiana para evitar la
cronicidad de las pielonefritis tomando en consideracién -
la sensibilidad de la forma bacteriana original y su for--

ma L.

Dar una explicacidn mds convincente del aumenito de los pa-

decimientos infecciosos crénicos urinarios.



CARIMULes 1

GENERALIDADES

1.1 Antecederntoen histdricos

Poco después de la aparicién de los antibibSticos (1934) se ha
orservado un aumento de las enfermedadesz crdnicas infecciosas;
Bsto condujo a un mundo ignorado hasta antes de gque Klinebor-
ger Nobel cultivara por primera ves una forma ecspecial de - -

Streptobacilluz moniliformis que mas tarde denoming "L (del

Instituto Lister); eos de hacer notar que la autora penzd que
se trataba de una simbiosis entre la forma normal o wenetatbi-
va de la hacteria con un Myecoplasma, observando después que -
las colonias “L" de este bacile estaban formadas solo por or-
ganismos pleomdrficos y su forma original (9, 17, 25, 29, 60).
Piences y Edsall comprobaron méas tarde esta @ltima aseveracién,
logrando la reversion de estus formas a los bacilos originales
de los que provenian (26, 31).

Este descubrimiento de la autora se debe a las siguientes coin

clcencias:  Tanto Mycoplasma como Streptobacillus moniliformis

se encuentran en forma natural en la rata y ambos requieren de
suero en su medio de cultivo; tanto Mycoplasma como la forma L
requieren del microscdpio para delectar sus colonias y sus co-

racteristicas similares; Streptobacillus moniliformis oz una -

de las pocas especics bacterianas en las gue la fase L ocurre



aspontineanente y, por obra parte, esta fase L no necesita dn
nna proteceién osmdtica especial en el medio.  Por mucho tiom
po ol estudio de las fermas Lo dependid da las investigacio-
nes de las pocas sapecies que dan lugar a las variedades L oan
forma espontance {23 45, 51, 58).

Moteman ha culitivads formas L de paciontes con procesodg seplti
cbmicos. botos pacientes no respondievon al tratamiasnto con

antibidtices, presentando hemocultivos reiteradamente negati-
vos on los medios ordinarios (48, 78).

Cuve v Kalamanzon demostraron formas Loen rifiones de ratasz -
con infecciones hematdgenas cque produjeron pielonefritis por

onterococo.  Tratande a las ratas previamente con penicilina,

N . ~

1a bhacteria fue orradicada por el antibidtico, lo cual se de-
nostrd por cultivos en wedios ordinarios, al cultivar en mo-~
di03 especiales se lograron obtener formag L y posteriormente
reverltirlas a su forma original.

Fueron necesarios dos descubrimientes para hacer el estudio -

<
G

de las formas Ir m&s mancijable: EL primero fue que la penici-
lina podia separar un desarrvollo mixto de formas L y bacte-~ -
riaz por medio de la eliminacidn de estas dltimas; aésto, ade~
mas indujo a la fasce bacteriana a crecer en su forma L, el se
gundo descubrimiento [ud ol reconocer la necesidad que tienc

un microorganismo carente de pared celular rigida, de una pro

teoccidn osmdtica determinadn. A partir de ostos dos descubri



mientos, un gran nlmero de especies bacterianas se han induci

I v oertudiado en su formn L.

1.2 Estructura y composicién de la pared celular:

Los componentes de la parcd celular son especialmente importan
tes en el campo de la Medicina. Las macromoléculas de superfi
cie (antigenos) son las que deteiminan las interacciones que -
tienen lugar entre las bacterias y los mecanismosz de defonsa -
del huésped, la identificacidn sceroldgica de los antigenos es
"Toiea on la bacteriologia dlagndstica; por otira parte, nuchos
antibidticos act@an sobre los procesos de hiosintesis de la pa
red celular.

La coloracidn de Gram perpite c¢lasificar a las bacterias en —-
dos grandez grupos, que se diferencfan entre si por su capaci-
dad para retencer un colorante bisico despuds de haber sido Li-
jadas con I,. Ello se debe a iwmportantes diferencias estructuy
rales en la pared celular, gue se han demostrado tanto median-
te estudios de microscopia alectrénica como por anilisis guimi
cos de dichas paredes.

Las bacterias Gram positivas poseen Gnicamente dos cubilertas,
mientras que los microorganismos Gram negativos presentan - ~
tres (25).

Las primeras tienen una pared celular compuesta por:

1) EL 50 - 90% de peptidoglucano (también llamado glucopépti-



4o o mureina)l.

2) Areoximudamente un 10% de cadenas accesorias formadas por -
feidos teicoicos {(glicerolfosfato y ribitolfosfato) que se
hillan unidas en forma covalente a la superficie externa de
la célula.

Las bacterias Gram ncoativas ticnen oo 2omponentes de su pa~

red celular una pequena capa de peptidoglucano, del mismo que

s¢ ancuentra en las clélulas Gram positivas; sin embargo, la -
gantidad de este compuesto en lacg Gram negativas fluct@ia cntre

5-107, sin gque se obscerve la presencia de Geido telcoico; el

resto de la pared estd compuesto por lipidos (48, 106),

Una caracterfistica universal de la vaved celular bacteriana es

la prescencia do un peptidoglucano tipico, o polimero de mura--

nilpéptido, el cual eos of principal facitor que determina la ri
qidez del microorganismoe. Peox lo tanto, las enzimas gue degra
dan al peptidoglucano v agentes microbianos gue ivhiben su sip

tesis, pueden causar La formacién do esferoplastos y formas L

bajo condiciones adecuadas.

Una cadena lineal de polisacérido que consiste on residuos de

deido N-acetilmurdmicoe v N-acetilglucosamina alternéndose, uni

dog por cnlaces beta-1, 4, forman la columna vertebral del polf
mero.  Muachos de los residuos de Gcido N~acetilourimico so one
lazan a péptidos cortos (generalmente tetrapéptidos), comunmep

te contienen Iy D-alanina, acido D-glutdmico y un aminolci-



W

do dib&sico tal como L-lisina o uno de los isbmeros del dcido
Alamino-pimélico. Las subunidades del péptido estan entroela-
zadas; la naturaleza y extensibn de estos enlazanientos varian
entre las especies. La dureza y rigidez del pipedoglucano sc
debe tambiln, en parte, a otras caractoristicas: los enlaces -
de tipo beta=1,4 hacen que la cadena de polisacaridos resulte
especialmente compacta y resistente; ademis, los polimeros sin
t8ticos formados por amincécidos D y L, dispucstos de forma -~
alterna, son mis resistentes que los constitufdos por un Gnico
Einn TeoanTero.

Lot Acidos teicoicos son polimeros que pucden ser, tanto una -
cadena de residuos de ribitol como de glicerina, con enlaces -
fosfo-diester. Los dcidos teicoicos zon importantes antfgenos
de superficie comparables a los lipopolisacaridos de los micro
organismos Gram negativos pero su composicién es més simple.
La longitud de sus cadenas es variable, pudiende alcanzar has-
ta los 30 residuos. Sin emwbargo, cs posible que las prepara--
cliones que sc han estudiado se hallan degradadas en parte, ya
que los dcidos teicoicos se hidrolizan con facilidad., A estas
cadenas pueden unirse diversos substituyentes (azQeares, aming
azficarcs, colina y D-alanina), que actdan como determinantes -
antigénicos especificos. Loz fScidos teicoicos se encuentran -
situados en la superficie externa de la célula, ya gue en las

edlulas intactas reaccionan con los anticuerpos. Las numero-



sas posivilidades de substitucidn permiten la euistencia de -
un aran nfimero Jdo anttuenos, incluso dentro de uni micma espe
cie.

El lipopolisacdrido sc¢ conoce Lambién como endotoxina, ya que
es un producto «dvwico que se halla unido Intimamente a la cb-
lula, estd constiluido por dos fracciones: ol lipido & (gue -
mantiene su Ltoxicidad! vy un polisacivido (del que deopende la
especificidad antigénica)l. Il lipide A parece ser indispensa-
ble para la cubilerta celular, ya gue hasta ol momento nu se -

han podido aistar mulantes gue cureszean o &1, Generalnente

el lipido A eg siempre el mismo, mientras que cl polisacdrido
s muy variable v da lugar a los centenares de Antigenns O ==
que aparcceen en las distintas cepas. Dstos anticenos posecen

una enorme imporiancia diagndstica. Bl lipido A generalmente
csta formado por una cadena do beta-l,6- D-glucosaminadisacd
rido, on lforma de unidades enlazadas por puentes 1,4'- pirvo--
fosfato y con todos sus grupos hidroxilo sustituidos. Uno de
los sustituyentes cs el polisacérido del lipopolisaclride; to
dos los demds gon dcoidos grasos de cadena larga. Dado que ca
da disacdrido posce 5 dcidos grasos y 2 fosfatos, oste mata~-
rial sc comporta como un fosfolipido. El polisacivido se com
ponc a su vez de dos fracciones: El nficleo que conticene una

amplia variedad de az@eares y las cadenas laterales especifi-

cas, cada una de las cuales conltiene la misma sccuencia repetd



da en la que la

nontb o,

riabla

25

aspecto de una masa de vibrisas de

una de

A, que se encuentra en la membrana

1.3

{(incluso en

unidades repetidaz.

cllag unida

Definicidn y

subunidad es un btrisacirido lineal o un tobra
wefei e ramifieado Tiv Toveloed e Las cadonas os oo

un rismo microorganisino), v oalcanza hoastu

Agi pues, el anbfgono 9 representa ol

longitud variasle, cada --

a bravas deo una cadena noelear, al 1{pide

externa (25, 60, 117).

terminologia:

La erporimertacidn con laz variantesz microbianaz de pared ce-

Inlar defecctuosa, se han entorpecido por la deficiencia de de

finiciones aceptables para las diferentes fases de la pared -

defectuosa de la hacteria v a la

carencia de una evaluacidn -

eritica de log diszciios experimentales adecuados en el estudio

de esos wmierosrganismos (81).

La mayoria de las bacterias con parced celular daiada pueden -

experimentar marcados cambios

pueden

existir por

a)  La fase
b) La fasc
¢) La fase
d) La fasc

Cada una difercnlte

na.

morfoldgicos y fisiolbgicos y ~
lo menos 4 fases:
protoplistica

esferoplastica

de transicibn

de lag otras y de la fase clésica bacterig

Bl uso continuo de términos para las diferentes fases co



ma 51 los términos fuoran intercamblables, obscurccee las diis

voroiar pooonocibles, resumidas on las definiclor 51y

Una definicién para lag formas b podria seor la sigulentoe:

Las formas L no son bacterias ordinariag, con dafio on la pas--
red celular, sino mutantes gue no forman »ored celular v opue-
den seclecclonarse a fondo por un medlo amnbiente esphaecial, son
delicadas vy frigiles v, sobre todo, tienen la capacidad de --
multiplicarse. Tienen como carvacteristica colonial 1o similz
tud o un huevo frito estrellado, con una porcidn central lisa

i}

cofe et e aneadonads en el onedio y oapuniamien de formu:

redondas y en ronas periferias superficicles cor mds formas -
largas irregulares y cimentadas (69, 106),

Estas formas L pucden presentarse espsntancamente (9) en un
cultivo de hacterias por accidn de enzimas autolfticas (45) o

puede ser Inducida por varios agentes como penicilina, lisozi

1.0 Caracterfsticas generales de formas L v diferencilas con
protoplasto, esferoplasto, micoplasmas y variantes de fa

so kransiecional.

Sg han empleado muchos términos que hacen rveferencia a bacte-
rias atipieas de pavel eslulay deficiente, vara dezoribir un
tipo de wicroosrganismo vy oan término simple tal coms protoplaz

to.  Estos térainos han sido utilizadss on las diforentes pu-



blicacicnes con referencia a tipos diferodtes de microorganis-
o, DonTa oono resultada una gran eoniasidn. Lo ddeal cosio

una nomenclatura estindar, aplicads por todos Lo dnvestigacdo-
res en este campo.  bn ausencia de &sto, o continuacidn prosen

tamor una sintesis de definilciones previas y las caractecfsti-

cas aenerales de cada tévmino.

,

L.4.1 Esferoplastos:

S5on variantes microbianas de pared celular defectuosa, que di-
ficrer e los protopla: toz primarios por tener superficles ox-
ternaz que contienen algQn material de pared celular, tiearn

esencialmente los mimmos requerimientos, ecavacteristicas morfo
Légiczs y capacidad metabdlica, que los pratoplastos (76, 61, 85).

La movorfa de las evidencias indican que los esfaeroplastos do-

rivadcyes inoyitro no se reproducen en serie como csferoplastos

(48, 21, 85) . Pueden revertir a la fase clisica bacteriana o -
por transicidn a la fase L. Bpn especial so encuentran con mis

freceoncia on cultivos pleomdrficos de bacterias Gram negali--

Cuandv la capa mucopeptidica es un componente menor de la pa--

red celular como en la mayoriu de las bacterias Gram negativaas,
esta eliminaciédn destruye la rigidez Jde la pared, pero deja mis
o menos intacta la obra capa lipoproteinica plistica y capas 1i

popolisacdridas y el cuerpo resultante es un esfervoplasto.



GLra caracteristica de los esferoplastos €8 gque poseen menos -
bt faenos somivicors que lag cdlular originales y son capaces -

de absorber bacteridfages usualmonte con une oficieoncia raduch

da. Lo oosmolaridad que ceguieren cstos elemnentos es mapor gue

2
(¥4

).

la de los protoplastos (

~

Para la mayoria de log autorves son formasa de transicibn ontre
la forma vegetativa de una bacteria y su forma L, sin embirgo,

no conservan su capacidad de reproduceidn (48, 7).

l.4.2 Protoplastos:

Son microorganismos con pared celular defectuosa derivados ar-
tificialmente de bacterias Gram positivans, su superficie cxtar
ni estd libre de todos los constituyentes de la pared celular,

-
£y

son tipicawente Grim negativos, esféricos, osmdticamente frégl
les por lo que se requiere, para protegar a la cblula del esta
llamionto, ¢ue el valoy osmdtico del medio anbiente dea ol mig
mo que el de la edélula, no se multiplican en medios artificia-
les y no son afectados por la penicilina (15, 16, 45, 76, 81).

Su tamaiio es generalmente uniforme e igual, o mis qgrande que -
la bacteria de la cual se derivaron (57, 81, 85). Adoptan morfo-
logia esférica cn medios liguidos, ya gue alin conservan su men
brana c¢itoplicmica. Da cstructura interna corresponde a la de

la bacteria original con peguefias variacioncs, ya que en el mg

mento en que se elimina la pared celular, se eliminan también



los mesocsomas o estructuras semejantes a ellos., Los protoplag
Foo carecon de recrniore: de Lacteribfogos que poscon las cbly
las originales de las que se -lerivaron (38, 29, 45),

Cuande las ¢blulas Gram positivag, so tratan con lisozima bajo
condiciones do alta csmolaridad, la pared celular se desintoe--
gra y libera un cuerpo csférico ocmbticamente fragil, circundy
do por una (nica membrana.  Si la condicién de osmolaridad so
mantiene, los protoplastos son estables y tienen mayor capaci-
dad biosintética que lag células de las cuales se dexrivaron, -
ineroesentando su tamafio vy peso geco, disminuvendo la disiziéng
cventualmente son lisados. La mayoria de las cvidencias indi-
can gue no pucden reproducirse en serie como protoplastos (37,
45, 81, 85, 108). Hjcroorganismos con estas caracteristicas pe-
ro en los cuales la ausencia de todo el material de la pared -
celular no s¢ ha egtablecido experimentalmente, se deberén de-
signar como csferoplastos y no como protoplastos (15, 81, 85).
Bajo condiciones espoeciales, alqgunos protoplasztos pueden revor
tir a la clésica fase bacteriana; si la transicidn da lugar o
la fase L no s¢ llaman protoplastos sino variantes en faze L
(bu, 71, 81).

Originalmente sc considerd que los protoplastos, en verdad eran
incapaces de dividirse, pero después de intentar algunas divi--

siones pueden propagarse en medios sblidos y tanto protoplastos

como esferoplastos producen colonias que son morfolbgyicamente -



indigtinguibles de las colonias de formas L. Por lo tanto, -
ury protoplasts o esfevoplasto que puede Aividirse, por consi-

uiente se colasifica como forma-Io  {(45).
g

.

1.4.3 Variantes do fase transicional:

Son wvariantes microbianas con pared celular defectuosa, carac-
terizadas por la inestabilidad de la morfologia celular, aso--
ciadas con una tendencia inherente a revertir a la fase vegeta
tiva bacteriana {81, 110).

Los microorganismos on un medio de cultivo varfan wmarcadamente
en tamafio, forma, caracteristicas de Gram, contenido de consti
tuyentes en la pared celular, fragilidad osmbtica y sensibili-
dad a la penicilina.  La worfologia colonial varia de paso a4 -
paso. Las variantes en la fage Cransicional dificren de las -
variantes cn fase L, por la incapacidad de formacidn y propaga
¢idn seriada de unia colonila distintiva en agar. Pueden sufrir
una conversibén a variantes en fase L. La mayoria de las sepa-
raciones ¢linicas de variantes de pared celular defectuosa son

probablemente variantes en la fase transicional (81).

1.4.4 Micoplasmas:

Los micoplasmas son los microorganismos de menoxr tamafio que so
conocen y sc diferencfan de las bacterias en gque carccen de pa

red celular.  Sin duda alguna contienen la maquinaria macromo-



- 13 -

Lecular minima necesaria para su reproduccidn auténoms.  Por o
anta razén v debido o gque sus membranas son fAci lmente accesi-
bles, han despertado un gran inkevés ontre los bidiogos molocy
lares. Debido a que carecen do paved celular, lus microorgiunig
mos del género Hycoplasma no so tinen con los colorantes de -
Cram y rvesultan mis plisticos y pleomdrFficos que las cubacle--
rias. Con ol colorante de Giemsa prescntan un aspecto de po--
quefios cocos pleombrficos o de bacilos de escasa longitud v, -
en algunos casos, adoptan el aspecto de anillos huecos. Po- -
ceer una unidad esférica reproductiva que pucde variar de 102
a 250 nm de difmetro de la cual surgen filamentos en los que -
s desarrollian los cuerpos reproductivos y se liberan por frag
mentacién.  Bstin limitados por una membrana trilaminar prescy
o
te zolo en los procariotes y contienen esteroles de 75 a 100 A

de gupesor,

de pequefio tamafio que, afin degpués de tefidas, son dif
de detoctar a menos que ze use und lupa. la deteccidn de las

colonias debe hacerse mediante un microscopio dptico y utili--
sanTa oun pogquefin aumento. Tas eolonins tipicns presentan ae -
tamafio de 10 a 600 nm de difmetro y su aspecto es el de pequoe-
flas eztructuras redondeadas con una superficie granulosa y un

punto central mias obscuro. Hsle punto central gue da a la co-

lonia el aspecto de huevo frito estrellade, se debe a la exis-



toncia de una zona central de mayor crecimicnto por debajo de

la sunerficie del aoar {gquinzd debido a que estas célular, ol

hallarse entye las [ibras del agar, se dividen con mayor faci
tidad ). Para su erecimdento, la mayvoria de los micoplacnag re

quicren un medio cariguecido, pero a pesar de carecer de pa--
red celular, no es nevesario que el medio posea una elevada -
presidn eosmdtica. ba mayoria de las cspocies roeguieren Lame-
bi&n un esterol y una proteina sérica. La necesidad de que -
ol medio contenga estereles es extraordinariamente interesan-
te, vt que Bcotos no forman parte de los nutrientes utilizador
por las bacterias o por sus formas L. Aproximadomente contig
nen de 10 a 20/ de su peso seco en forma de lipidos totales vy,
de esta proporcibn, un 50 a un 65% son Lipidos no saponifica--
bles (probablemente esteroles).

Una diferencia importante entre Mycoplasma, fovmns L, proti- -
plastos y esferoplastos bacterianos, es la cantidad de colieste
rol en la membrana. Pero algunas especies de Mycoplasma saprd
fitos no requicren o no contionen colestercl, alin cuando dste
se omita en el medio. La incorporacidn de colesterel o la mep
brana hace al microorganismo sensible a Loz antibidticos polig
nicos (nistatina, pimaricina)., Las mesbranas celulares de las
baclterias carecen de esteroles, y probablemente por ollo, no -
son scnsibles a los policnos. En gencral, los micoplaamus son

sensibles a las tetraciclinas y a la kanamicina y vesistentes



& las sulfamidas y, al carccer de pared celular, a la penicili

bos micoplasmas son mis senzibles que lag cubacterias a la ao-
cifin letal del agua dectilada, suere fisioldgico v a agentaes
censoactivos.,

T

A diferencia de las formas L

. los micoplasmas no revicerten a -
ninguna forma bacteriana. Casi todos son wfs pegquefios guo las
formas Ly contienen menor cantidad de ADN que el establecido
en ¢l nGeleo de una bacteria normal. Aungue la composicibn de
cerodel ADY doeowhon fué oozl idéntica, no ge encontraron so
cuencias comunes de bases nucleotidicas,
El econtenido de G - € de Mycoplasma es menor que el contenido
de lag especies baclerianns.
Una de las diferencias mas notables entre Mygoplasma v la for-
ma ooes su filtrabilidad., Lo diferencla se debe al hecho de -
que los micoplasmas son pequefios, rero la filltrabilidad de l1a
forma I es mds probable que se deba a la deformacibn de las -
partfculas reproductivas, laz cuales no son mds pequefias gue
su fase bacteriana y debido a &sto se pucede confundir con My~

coplasma (9, 23, 25, 3%, 51,

1.4.5 TFormas L

Lii fase I son variantes microbianas con pared celular defectuo
sa que pueden duplicarse seriadamente como células no rigidas,

lac que, on un medio sdlido, producen colonias distintas com--



puestas de un erecimiento central y un arecimiento alrededor -

Soceces sentres aren Lo auarieseia de s hievo frito estyell oo

Lo microorganismos individuales varian de tamailo, desde cuer-
por larges, mis largos que la forma de la bacteria, a cuerpos
pequeiios, mis peguenos que los virus.,  Son Gram negativos indj
ferentes a la penicilina y goreralmente esforicos o pleowdrfi-
cos . Adends, algunas especies pueden requerir estabilizacidn

1 vitro, otras sobreviven

osmdLica para un Optimo creclmiento ir
canlaridace. aonparacies 4 las ol suero humano yoa o eupy
sicifin al agua destilada o desmineralizada ‘86, 88, 96).
Tanto las formas L cano todas lag bacterias con ausencia o péy
dida pareial de su pared celular, tienen en comln las siguien-
tes caracteristicas: Pardida parcial o total de la pared cely
lar, plecmorfismo, morfoloqgia colonial caracteristice, fragili
dad osmotica, Filtrabilidad, no crecer on los medios de culti-
vo ordinarios v si hacerlo en medios hipertbnicos, tienen divi
516n celular desorganizada, todo ésto gin que su qonoma prosen

te alguna modificacion; sin embawmo, las formas L se difercn--

c¢lan de las demds on gque canservan la facultad de reproducirse
(46, 63, 81, 90),

El término formas L se refiere solamente a la morfologia distin

tiva de las colonias compuestas de las variantes en fase 1. {7,



Alyunas varilantes en fase Ir revierten a la fase bacteriana por
comoct Toode Laose slaneda v L
inestables); algunas revierten Gnicamente bajo condiciones en-

peciales {variantes relativamente cstables Lase L); alogunas no

vevicrten bajo ninguna condicidn {variantes ostabl

La suma del material de la pared celular en las variantes fase

en L, varia en gran medida (87, 108) v no necesariamente se co-

rrelaciona con la capacidad de revertic a La fase bacteriana

(54, 81)

neode nacer notar que las variantes en fase L difieren gquimi-
camente de los protoplastos de la misma cspeecie, pueden ser os
méticamente mds ectables gque los protonlastos o esfercplastos
de loz mismas especics, son capaces do rezponder seriadamente
en agoar en una colonia distintiva do la colonia en forma L, -
mientras la variante en fase transicional no puede (57, 86, 92).
Aungue las formas L mucstran inposibilidad para la sintesis de
Lla pared celular, conservan cl resto de sus funciones iptachas.
lnmedintamente decpués de la induecidn, la fase I erece mucho
mis lentamente que la fase bhacteriana, pore su ripida adaptas--
cifn oen repetidag transfevercis, sermite que las coloniozr Loal
cancen su mdximo tamaiio, ltan rapido como lo hacen las ¢olonias
hacterianas. kKl tamafio absoluto de las colonias puede vorse a
simple vista despuds de una soric de resiembras (19, 22).

Recientemente reportaron estudios paralelos de ADN en Strepto-



coeeus faccalis v su forma I estable, observando que el ADN de

Las loymas Loha nerdicde Jel doal 60 fde las socuencias polinu--
clooifdicas presentes on la bacterta oléisica original. Alter-
naetivamente, se regulcre en forma probabile, de alguna fracoeidn
de la pare! celular que actle como "vebador" para la sintesis
de material nucvo para la pared celular (35).

La formacidn de protoplastes conduce a uaa pérdida de los meso
somasz, v al resintetizar su pared celular, los recuperan. Las
formas L bacterianas no poseen mesosomas o estructuras semejap

coroa los mesosomnat normilos ('3, T

1.4.6 Morfologia colonial de las formas IL:

Son células de forma variada que crecen formando colonias su--
mergidas en el agar, semejantes a las colonias de Mycoplasma.
Cuando sc depositan sebve un amedio de cultivo s8lido, sus cor-
pusculos elementales penctran entre los orificios gque dajan en
tre 51 las micelas del coloide de agar y se reproducen, forman
do una colonia en ¢l interior del mismo, posteriormente siguen
creciendo en la superficice formando un halo de crecimiento su-
puorficial que cs menos Jenso, por lo que la colonia completa -
ticne la morfologila ¢a un huevo estrellado.

Las formas L recientemente inducidas rara ver desarrollan inte
gramente como colonia clfisica, frecuentemente se reguicre de -

una serie de transferoncias con el fin de tener un crecimiento
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ragular v confiable.  Antes do 1o adaptacidn a un crveclmionto

\

An eosolicaciopas, o iends norioloain colenial £facilhmonte

reconogible, ¢s posible colo por la caractoristica morfoldyi-
ca, medliante observaciones meticnlosas v repetidas con el oo-
jebivo estereoscedpice de inmersidn, preferentemente de prepa-
raciones tefiidas.
Al inicio del desarrolle, cuando =610 algunos de los microor-
ganismos se han multiplicado, ¢ mavor la tendencia a crecen-
en largos cuerpos o filamentos, =1 no sc¢ toma en cuenta la ca
rreterictica vrincipal de crecimiento de la foase L, gue oo 1a
penetracion en la superficie inoculada del agar, pueden con-—-
fundirse facilmente con los cuerpos lorgos producidos pox bag
torias de erccimiento pleomdSrfico gue no penctran en el agar.
En estudios con microscopia electrdnica se aprecia la presen-
cin de restos de la parcd celular, on la periferia de los coxn
plisculos esféricos oszmbticamente frigiles obtenidos de bacte-
rias Gram negativas tratadas con peniciling o lisozima.
Obgervadag micrescdpicamente, las colonias de formas L pueden
estar compuestas de muchos elementos altamente pleombrficos,-
Llilriendo ambos on bamanio y forma, cada una Jde las cuales eg
tAn limitadas por una sola o <doble membrana.
Dienes on 1967 distinguid tres clementos bésicos:

1} El cuerpo largo

7)) Los granulos



~ 20 -

3) E1 cuerpo elemental -
Chts ouno do estos elomentos mues Lran gran variacidn en boamanic.
El rango de Los cucrpos largos es de 1 oa 50 nmoy pueden conte-
ner citoplasmo homogfneo o ser alfamente vacuolado. Bl rango-
en tamafio de los grénmulos estd entre 0.0 a 1 mm y pueden estar
dentro o fuera de los cuarpos largos. Los corpQeculos clomern-
tales tienen un diamctyo de 0.05% a 0.5 nm.  Las electronicrofy
tografias confirman la existencia de estos tres elementos bicoi
Estudios heenos con filtros de porosidad variavles para medic-
¢l difimetro de las pequeilas unidades viables (Klioneberger-No-
bel 1956, Klieneberger ot al 1956, Tulanse y Lavillaureix - --
1958, Williams 1963, Van Bovan et al 1968) dan una amplia va—-
riedad estimada, con rangos de 0.1 a 0.2 nm para formas L de -
Proteus (Tulanse Lavillaureix 1958) a 0.7 nm o mayores para -

formag L de Staphylococcus (64).

Los clementos de las formas L son cuerpos plisticos y pueden -
ser capaces de pasar a través del poro de un filtro por defor-
macibn (108).

Van Boren y sus colaboradores en 1968 estimaron gue los tama--
fios de las pequefias unidades viables en formas L de Streptoco-
cous se presentan entre 0,46 vy 0.65 nm, poro cuando el filtro-
fué examinado por microscopla de contraste de fases, fué obsoug

vado que contenfa unos pocos cuerpos laryos con difimetro de --



0.8 a 1.7 nm. Bstudios microscdpices del desarrollo de formas
Iode V-cholerae (45), Proteus sp, Staphvlococcus vy Formas I de

Shreptoceccus llegan a la conclusidn de gque los cuerpos pogue-

fos no son viables, pero dque la mayvorfis de los cuerpos largos
son capaces de maltiplicarse. La evidencia Favoreee la opi- -
nidn de que los cuerpos largos con un didwetro aproximadamente
do 0.7 nm o mis son las unidades viables v que ocurre crogi-
miento desarrollando por £isidn incficaz de estos cuerpos (45)
Algunos trabajos (i, 5, 53, 64) consideran que log cuerpos lace
g0 son entidades colulares vivientes y probablemente una ota-
pa necesaria en el ciclo de crecimiento de las formas L, sien-—
do una caracteristica Gnica asociada con ol crecimiente de for
mag L y Mycoplasma,

los cuerpos largos pueden aparecer envueltos por una membrana-
limitante estructuralmente estable. In un estudio sobre estas
estructuras sc observd gue pueden dividirse en 2 & 3 cucrpos =
wés pegueflos, cada une de les cuales retiene las caracteristi-
cas de [luorescencina en la tincidn en los bordes de las partes

del cuerpo. Dificilmente se detectan con el microscopio de -—-

L1

conwraste de foses, se observan claramente mor microscopla de
flucrescencia ultravieleta, de especimenes tratados con fluorg
cromos (64) .

Otros estudios revelan que estos cuerpos se desarrollan e in--~

crementan su tamafio conforme lo hace la porcién central de 1la



colonia desarrollada  (74); estudios de micromanipulacién, de--

pocbreron cuonaturaleza nlf=ticn.

La observacidn de cuerpos lavgos de Strepbobaciliug mondli s
mis revelaron cuerpos granulares dentro de algunos cuerpos larp
gos.,

Lag estructuras granilares pejquefias muestran unidades minimas
reproductivas observadas dentro de algunos de los cuerpos lar~
gos por microscopia de fase, fluorescencia y por microscopio -
clectrdnico. [Estas estructuras probablemente quedan atrapadas
dentro de los cuerpos largos durante la formacién de los mig—--
mos en el cultivo, siendo come un saco de proteceién lipoidal-
definido por la winima unidad reproductiva del cultivo (64)

1.5 Tipos de Formas L.

La mayorfa de los investigadores en este campo dividen a las -
formas L en dos clages: estables e inestables. Las sequndas
revierten a la forma original cuando se remueve del medio de ~
cultivo el agente inhibidor de la pared celular.

Las formas estables no revierten cuando se transfieren a un mg
dio libre de inductor; estas diferencias son consecuencia de -
la estructura de los dos tipos de formas L. Ta cztable solo -
tiene una membrana individual en su superficie, la inestahle -
tiene dos membranas periféricas, la otra membrana probablemen-

te represgsenta pared celular deqgradada sobre la membrana celu--



lar inerte, estas observaciones estin acordes c¢on los estudios
bioguimicos, va oile an las formng inestablez so han denwostradio
cantidades variables de constituyventes de la pared cclular, --
dcido diaminopimélico y murdmico: eon las formas estables las
cantidades de ostos compuestos son muy pequefias (25, 28, 35, -
45, 51, 58, 105, 108),

1.6 Induccidn vy reversidn:

La induccibp y la reversidn pueden representarse tal como un -
equilibrio dinémico;

Induccidn

& g

ase L

Fase Bacteriana )
Revearsién

Normzlmente una poblacidn microbiana eskd en su fase bacteria-

na. DLa debilitacién de la pared celular, ademis de condicio--

nes de cultivo inardecundas, wuede inducir a eierta proporcibne-

de las bacterias a crecer en la fase L. Bajo ciertas condicig

nes, azlgunas bacterias en fase I pueden formar nuevamente una-

pared celular completa y rigida  {23),

Mecanismos de induceidn:

Se¢ ha tratado de ewxplicar cl mecanismo de cada uno de los agen

tes inductores proponiéndose dos métodos para tal efecto:

I) Los gue actfan sobre el creeimiento bacteriano impidiendo-
la gintesis de la parved celular,

IT) Los que actfian sobre la pared celular ya formada.



1.6.1 Inductores que impiden la sintesis-de la pared celular:

Substanclas especificas blogueadoras como es ¢l caso de log ~-

antibidticos:

I.

Penicilinas: Inhiben la sintesis de la pared celular de los
microorganismos que contienen o forman poliglucanos, ya gque
impiden 1a unibn carboxil-etilpeptidica (40).

Las penicilinas intervfieren con el enlace de lag cadenas --
peptidicas del peplidoglucano (45, 81) porque actlan como -
andlogas de D-alanina~D-alanina y pogee ol enlace peptidico
situado en el anillo del antibibtico, el cual corraesponde -
al enlace que se rompe durante la reaccidn de trangpeptida--
cibn. Como resultado de esta reactividad, la penicilina --
bloguea irreversiblemente la reaccidn que da lugar a la for
formacidn de enlaccs cruzados, probablemente debido a la --
formacifn de una cnzima peniciloil estable, on lugar de la
enzima normal de tipo peptidil, que es transitoria (25), -
De esta forma, las bacteriasz sensibles a la penicilina pue-
den ser inducidas a formar esferoplastos bajo la influencia
de la droga y muchos de ellos se reproducirin produciendo -
colonias L en el agar., Cuando la penicilina se elimina, =--~
las formas L generalmente revierten a su forma cldsica bac-
teriana. Algunas veces, despuls de muchos pases en medios-

con penicilina, los microocrganismos no revierten (Formas L
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cstables) (35, 54, 70).

Bolto sugicere <dos posibles explicaciones: que las cenzimas -
responsables de la gsintesis del peptidoglucano son incfectj,
vas en prescencia de penicilina por ¢l hecho de que los mi--
croorganismos sinteticen enzimas extras, lo que da por re--
sultado una desventaja selectiva, v la otra es gue pueden -
aeloccionarse mutantes defectuosas, al menos en una de las
cnzimas sintetizadoras del peptidoglucano.

Mecanismo de accién de la penicilinac:

A

La biosintesis del peptidoglucano o proluce en 4 etapac:

1) Sintesis de precursores hidrosolubles;

2) Unidn a un 1inido de wmembrana, paso gue va seguido de ~-
nuevas uniones;

3) Formacifn de polimeros lincales en la superficie externa
de la membrana y

4) TFormacién de enlaces cruzados cntre estos polimeros.

En esta altima ctapa actlia la penicilina.

El enlace cruzado se produce gracias a una rcaccién de - -

Lranspeptidacidn, que es neutra desde el punto de vista - -

energético; en esta reaccidn, un radical NH, libre desplaza

a la D-alanina terminal de una cadena lateral préxima, libg

rando dicho residuo y formando un puente con la D-alanina -

subterminal; los precursores siguen polimerizando, pero  ai

bloguearse la reaceidn dejande establecorse enlaces cruzadoo.



n el esquema siguicnte se presenta el pivel en el cual ac-

tGa la penicilina (25, 35).

2. Cefalosporinas:

Fig. 1

Sen antibidticos semejantes a las penioild

nas pere mucho menos potentoes, su mecanismo de accidn es si

milar al de la penicilina (25)
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3, Cicloeserina: Bs un andlogo estructural de la Dealanina quo

Dlogmen dor o vesosiones cueerivis on lag sque Interviens di--
cho metabolito, blogucando la sintesis de las subunidades -

peptidicas (25).
Polisacaridos
Lac
L-Ala

D—GluNHz

LeLys-Gly

D~Ala

Aceibn blogqueadora de
la Cicloserina

D-Ala

4. Algunos autores reportan que otros antibibticos que actGan-

a nivel de la sintesis del peptidoglucano pueden inducir la

—
e

formacibn de esfcroplastos vy formas L. Estos incluyen a
bacitracina, la cual interfiere con ol metabolismo de un 1%
pido intermediario csencial para la sintesis del peptidoglu
cano; la vancomicina y ristocetina, que aparentemente hlo--
gquean la sintesis del peptidoglucano por enlazamiento a  la
pared celular previniendo la adicidn de nuevas subunidades-

al polimero (34, 35, 104).



L privacidn de un nutriente especial como es el caso de for-

L

L obtenidas de Eseherichia coli, on el que, cuando so el

mina del medio de cultivo el fcido diaminopimélico, da una my

tante gue reguicre este aninodcido (19).

1.

a)

6.2 Inductores que actlan sobre la pared celular yva formadas:

Lisozima: Los microorganismos Gram positivos son log mds -
sensibles a la accibn de esta enzima, debido a cue contie--
nen en su pared celular una gran cantidad de mucopolisaciri
dos o poliglucanns; quimicamente ostd formado por dos - - -
aceto ~ amido ~ azflcares, la 2-acetoanido-2-desoxi~3-0- (D=1
—-carboxietil)-D-Glucosa o dcideo marfmico v la 2-aceto-amido
~2~desoxi~D-glucosa o acetil-2~glucosamina, cn uniones - -
beta-1,4. El grupo 3-0-{D-l-carboxietil) tienc en unidn -
peptidica un totrapbptido formado por Lealanina D-alanina,
fcido D-glutimico y un diaminodcido, la L-lisina o 8cido ~-
diaminopimélico; en algqunas especics hacterianas se encuen-
tran con los antes moncionados, otreg aminodeidos, glicina,
I-treonina, acideo aspéirtico y residuos adicionados de L-alg
nina (40).

Cualquicra de los agentes gue lisan la pared celular, como-
la lisozima, est@ formada por cualquiera de estas enzimas -~
que actfian en los lugares correspondientes.

a) La enzima Endo-N-acetilmuramidasa cque actfia sobre la - -
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unién beta-l-N-acetilmurfmico y 4-N-acetil glucosamina.
) La envima Endo-MN-acetilglucozaminidasa que actia sobhro-
la beta-l-N-acctilglucosamina y fcido 4-N-acetilmurémi~
CcOo.
c¢) La enzima N-acelil-muramil-l-alanina amidasa que actGa-

en la unién carboxietilpeptidica (17, 35).

(a) (b) (a) (1) (a)
CH,0H CHL0H Cil,OH . CH Ol
1A
Oll H
B miae

CH4-CH-CO. &X=X (c) CH3-—CH-CI!O, S (c)

Subunidad Subunidad
peptidica peptidica

Los microorganismos Gram negativos son poco sensibles a la-
aceibn de la lisozima y en general a los agentes que act@an
sobre las poliglucanos, porque cl mucopolisacirido sobre el
cual actfa, estd on las zonas profundas de la pared celular
en estos casos los cullivos son pretratados con polimixina,
EDTA, lipazas o por la reacceidn inmunobaclericida nediada -
por el sistema anticuerpo complemento, permitiendo a la en-

- " (T, I S I T T T [N B T S i
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red celular (35).

Se: ha obhearvado por medio de wmicroscopia electrénica, que-
los protoplastos, esferoplastos v formas L inducidos por -
lisozime, pierden los mesosomas y su eliminacidn permanon-
te no solo puede causar incapacidad de sintetizar material
de la paved celular, sino que tambifn puede interferir en-
¢l proceso de divieidn en las fomas L estobles, on las -~
cuales es desoryanizado v al azar (32),

Un fendmeno importante que cxplica la induccifn de estas -
formas en ol organismo, es5 la actividad combinada del sis-
tema complemento v lisozima gue pueden conducir a la lisis
total de una bacteria o a Ia induceidn de formas L (17,19,45).
Aungue el estudio del complemento se ha centrado principal,
mente en la Lisis ccelular, los ofectos f£isiolégicos mas im
portantes dal complemento activado se liallan en relacidn -
con las alteraciones celulares ¢ histicas gue se producen-
durante los procesos inflamatorios, ya que muchas bacte- -
rias y probablemente muchos virus, no son sensibles a la -
accidn litica del complemento; tales efectos figsiolégicos-
zon el aumento de la permeabilidad capilar{actividad anafi
lotbrica), la migracidn dirigida (quimiotaxis), asf como =
la adherencia de los compleins Ac-8g-C a los leucocitos, -
plagquetas, ete., aumentando as{ su sensibilidad a la fago-

citosis por parte de los leucocitos y de los macréfaqos.



1)

La actividad bactericida del leucocito se debe tanto a los

conconentes licosfmiceor cono o obtror productos metabblicos.

Un componente del grinulo lizozdémico eos la lisozima (mura-
Midasa), que es una aminopolisacaridasa copaz de hidroli--
zar los componentes mucopeptfdicos de las bacierias suscop
tibles, haciéndolas sensibles a los chogues osmdticos. Las
bacterias Gram negnllivas ¢que generalmento resisten a la 1L
sozima, se convierten en sensibles por la accibn de los an
ticuerpos junto con el complemento (18, 45, 58).

Lo presencin doe oanticuerpos especifices antibacterianos --
pucde ser olra causa de induccidn a formas L en el organis
mo, provocada por una reaccidn de tine zlérgica, depondien
te de una alta concoentracidn de anticucrpos como on el ca-
g0 de 1a reaceidn de Arthus, cuya caracteristica principal
consiste en la formacidn eon los tejides, de agregados inmu
nes voluminosos que f£ijan cemplemento v atraen a los leucg
ciltos polimorfonucleares: las enzimas lisosbmicas libera--
dag por las células lesionan el tejido, dando lugar a una
tipica inflamacidn destructiva de los capilares (vasculi--
Lis) y, wlemis, da luger o la formacidn de csleroplastos o
formas L (18, 25, 51).

Bacteridfagos: Algunos auntores han descubierto qgue tam- -
bién se pueden inducir las formas L y esferoplastos por fa

gos que se unen a los receptores especificos de las bacte-
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rias. La zimple unibn de la cola del fago, o de fantasmas
de fago (chpeides sin ADYV), sin que exista cxpresién de -
los genes viricos, altera la permeabilidad de la membrana
plasmatica de la eélula, produciendo cambios netabbBlicos -
como son la inhibiwvién de la sinte«is de proteina y del --
ADN,  Los cambios de la membrana y sus ofectos motabblicos
son reoversibles on clflulas infectadas por fagos de escasa
multiplicidad; sin embargo, cn células infectadas por fa--
gos fantasamas, se produce una lisis celular sin multipli-
cacibdn virica.

En el proceso de liberacidédn tambifn sec ha observado la ac-
eifn de la lisozima en el preoceso 1itico de ¢élulas infeec-
tadas por los fagos T de numeracibn par, la cual se debe a
los efectos de los productos de tres genes viricos. Bl --
gen T da lugar a un producto que favorece la lisis, afec--
tando la membrana plasmitica de las cBlulas y deteniendo -
el metabolismo celular; los genes 1 y S afectan a la mem--
brana retardando la lisis. El acto final del proceso 13itj
co tiene como protagonista al producto del Gen e, la liso-
Zzima, que actfia sobre la pared celulav después de cruzar -
la membrana plasmitica, previamente alterada por la accibn
de los demis genes, sioen esta otapa ol proceso 1itico so-
detione debido a condiciones especificas, el resultado so=~

rd un esferoplasto o una forma L (25, 51, 60).
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Colicinas: Se ha cemostrado que las colicinas también pro-
“ucen e«feroplastos v formas L. La=z colicinas son prote{--
nas regponsables de un Lipo especial de antagonismno bacto--
riano y, actfan inhibicndo ol desarrollo de olras cepas  do
la misma cspecic, al unirse en forma cspecifica a los recep
tores situados en la pared celular de las bacterias gengle-
bles y, una colicina determinacda da lugar a la seleccidn de
mutantes bacterianas resistentes gue no son capaces de ab~-
sorberse,

seneral, ezte tipo de substancias ntagbnicas, actualmen
te recibe el nombre de bacteriocinas v su formacidn se debe
a la presencia en la célula del bhacteriocindgeno correspon-
diente, su produccidn =:t4 regulada por episomas que ack@an
independicentemente de los cromosomas hacterinnos. Los meca
nigmos de accidn de lag colicinas zon: bloqueo de la fosfo-
rilacidn oxidativa, deteniendo la totalidad de la sintesis-
macromolecular, degradacibén del ADN e inhibicidn de la sin-

tesis protefca (25, 46),

1.6.3 Reversidn de formas L bacterianas:

La reversidn puede ocurrir con protoplastos, esferoplastos y ~--

formans L inestables. Landman y sus colaboradores obtuvieron -

reverziones cuantitativas de formas o en un medio conteniendo-

el 25% de gelatira a 26°C  (45).



Para iniciar la reversidn de law formas L ose siembra con medios
prugre.ivos boen los cualoes se va bajondo la concoentracidbn de-
gsacarosa, # ero de caballo, levadura y antibidticos (en los nme
dios que los llevan), de tal maver: que se Lengan medios cada-
vez mis cercanos o los medios clisicos.

Una vez que s¢ ha obtenido degarrollo en un medio desprovisto
de las substancias antes mencionadas, se resiombra el cultivo
a medios comunes de BHI v gelosa sangre y se reciembra en o~
tos hasba obtener la total reversidn de la hacteria y poderla

identificar por medios seroldgicos y bioquimicos (17, 19, 45).

1.7 Condiciones de cultivo:

La propicdad principal de microorganismos con pared celular de
fectuosa, ademds de la variacidn morfoldgica, es su sensibili-
dad a la presién osmdtica (35). MNormalmente las bacterias man-—
Clenen una osmolaridad interny warcadamente alta en relacidén a
Lla asmelaridad anbiental.,

La carencia de la funcidn protectora de la pared celular en la
fima T, requiecre una compensaclin osmdiica en el medio igual o
un valor osmbtico del citoplasma bacteriano, con ¢l objeto de
proteger del estallamiento a lia frigil mewbrana celular., El -
citoplasma de algunas especles bacterianasg tiene un valor osm?
tico igual al suero sanguinco, pero en otras, ¢sto es aproximig

gdamente tres veces mas alto. La resistencia de la tensién y -



eupansividad de la membrana limitante son también factores ip
portantes por lo que la naturaleza del estabilizador osmbtico
es o de aran importancin,

Inmediatamente despuds de la inducceidn, la fase L crece mucho
mas lentamente gque la fase bacteriana, pero debido a su pron-
ta adaptacion on repeltidas tvansferencias, pueden alcanzar su
tamafio miximo tan vipido como lo hacen las colonias bacteria-
nas  {23).

Bl primoaislamiento se Lleva a ¢abo en un medio s6lido conte-
niendo una baja concentracidn de agar, suerc inactivado y un-
estabilizador osmdtico dque normalimente o5 sacarosa o cloruro=
de sodio. Una ver que se estabilizen los microorganismos, la
composicidn del medio co menos eritica y frecuentomente las -
formas L pueden adaptarsce a ervecer en un modio liquido, Como
una regla genceral, las formas L con menos sensibles osmbtica-
mente que ¢l protoplaste de la misma especic; &sto probablo--
mente se debe al hecho de que sus membranas limitantes contig
nen significativamente una alta concentracidn de lipides. Py
rece, por consiguiente, que las formas L son capaces de com--
pensar la ausencia de la pared celular rigida por modifica~ -
cién de la composicién de esta membrana {(45).

El medio general base e un digerido triptico o caldo infu- -

si6n de corazdn do buey conteniendo una concentracibn final -

de 1.2 a 1.5% de agar, 10% de suere de caballo imaunizado y



una substancia oombticanente activa como .es sacarosa de 10 a -
20% o cloruro de sodio al 3%; otros sales que pueden emplearse
son: cloruro de amonio, cloruro de potasio, clorurs de c¢al- -
clo, cloruro de magnesio y fosfato &cido de sodio. Algunos me
dios comerciales, =zatisfactorios para el alslanmiento de formas
L, son el hgar PPIO, buase agar sangre, agar btriplicaseina so--
va, agar infusidn cerchrocorazén, base agar sangre triptosa, -
caldo Tood Hewitt con adicidn de agar y agar Brucella Albimil.
En algunos medios se ha adicionado extracto de levadura, ADN y
algunos antibibticos como penicilina y anfotericina.

El pH &ptimo para ol desarceollo de las formas Loes alrededor -
de 7.5 y la temperatura de ineubacifn de 37°C, llevindose a ca
bo en condiciones de aevoblosis y anaeroblosis.

El tiempo de incuobacidn wlximo serd de 30 dias, después de los
cuales si no hay desarrollo, se considerard negativo.

Para propdsitos de cubcultivos, es muy eficiente ol medio 1i--
quide, pucsto que es posible revelar incluso un indculo peque-
fio y por lo tanto es peligroso cuando existe afin una ligera --
contaminacién, Puede utilizarse en el primoadislamiento, siocm-
pre y cuando re¢ use paralelamente un medico sélido como con- -
trol, gue deberi manipularse exactamente comoc el medio de cul-

tivo 1fcuido (23).

1.8 PFalsos positivos:



£l desarrollo de la fasel. puede ser imitado no sols por bacte-

vine o crecimiento pleomériico, sino adenis por artefactos --

que no son viables. DBl cornccimiento de ia existencis de pscu-
docolonias y pscudoelementos: es de grar inpoctianela oo cual- -
quier intento de alslamiento de formas L.

Una de las condiciones favorables para ¢i desarrollo de arto--
factos es un perfodo largo de incubacién del material biolbgi-
co.

Se ha observado que el medio L rico en suero da origen a multi
tud de eclaementos cinrculares gue provocan el ser observados e -
identificados comn fasc L, s1 no se toman en cuenta otras ca--

racteristicas distintivas de &s

o
-
o
o

Algunos autores reportan gue la hipertonicidad del wedio es un
facltor que favorece tambign 1z formacidn de dichos ariefactos.
Por el uso de colorantes y sueros anticespecice fluoreszcentes, -
s posible oncontrar en tejidos normales vy en tejidos celula-~
ras las mismas cstructuras, azi cono detectarlas en soluciones
de colesterol y tincionas de ADH,

Se han observado estructuras semejantes por aplicacitn de colg
vanten fluorescentos para las células blancas y rojas de la ~--
sangre.

La tincién negativa de preparaciones de culrivos celulares pa-
ra microscopia electrénica, puede dar origen a la formacidn de

dichos elementos.



Adenbs ce la morfologSa, la transferibilidad es un eriterio de
groan lupmreaneia pars ba diferenciacidn entre avtefactos v for
s L. En la transfeorencia divects de colonias de medic s61i-
do o medie s8lido sin incubacibn intermedia, o suspensidn en -
1fquidos gue contengan material biclbgico, s¢ apreciard menor-
cantidad de estos elementos los cuales resultan de la incuba--
cidn.

Sc puede prevenir la formacifn de artefactos causados por el -~
medio enriquecido con suero de caballo, o al sustitulr éste -
por una solucidén de gama globulina de suero de caballo.

Un mftode répido y facil para demostrar que los artefactos no
son viables, es la incorporacién de tetraciclina o kanamicina

en el medio (23).

1.9 Identificacidn:

Bl método vrincipal para la identificacién de una forma L, se
basa en la caracteristica de mayor importancia de las mismas,
que es la capacidad de multiplicarse y revertir a la formo --
vacteriana que 12 did origen, tomando en cuenta que ni Mygo--
Dlasma ni los artefactos pueden hacerlo. Ahora bien, una vez
que se ha logrado la reversidn a la forma bacteriana normal,
se 1levar&n a cabo los téenicas de idenbificacidn clisicas --
de rutina y especifices para cada especie y género.

Al realizar dicha reversidn, cs de suma importancia tomar en-



cucnta la posible contominacidén bacteriana, privcipalmente sj
senoemlon un medio Limvids, va oue colria darse ol cuso doo--
considerar cote desayrrollo como la reversidn de la forma L oa

su forma original.

Los aizlamientos no revertidos pueden identificarse mediante

otrae téenicas como la clasificacidn inmunoldégica, o utilizan
do la prueha mds especifica que es la inhibicidén del creci- -
miento, lo gque da como resultade la diferenciacidn entre una-
czpecie de Mycoplasma v una formu L.

En la prueba de inhibicidn del crecimicento se inocula el mi--
crooraanismo de prucha en un medio sHlido, on ol cual se colg
can dlscos de papel inpregnados con el suero anilespecie co--
rrespondiente.  Para ello, se procisan concentraciones relati
vamente elevadas de anticuerpos, pero la prucha es sencilla y
permite identificar en forma inequivoca a las especies. Los

sueros antiespecic utilizados szon de diferentes especles de -
Mycoplasma, ya que hasta el momento no se cuenta con sueros -
especificos comerciales de las formas L.  Sin embargo, en es-
te tipo de identificacibédn deberf tomarge en cuenta el hecho -
ae que algunas cspecles de dycoplisma poscen antigenos cowmu--
nes con algunas clases de formas L.

Otra forma de identificacidn de la forma L eg por medio del -

estudio del ADMN tomando como base gque hasta ¢l momento no se

han encontraco similitudes entre el Gcido nucleico de un My--
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una bacteoria o de su forma L,

Ly oelectroforesis on gel de los constituyventes de la forma L

cropaay especifica, pero se requiere un excelente desarrollo oo
melio liguido gue posea la cantidad suficlente de proteinus v
ademas es necesario disponer dz2 oun catdlogo de musstras o pas--
trones de conparacidér.  Una ventaja de este m&todo es la posi-

A
4

bilidad de ineluir a Mycoplasma en la diferenciacién (23, 25).

1.10 Reproduccidn:

La auscncia de pared celular rigida, se asocia a un tipo de 1t

plicacién muy diferente al de las bacterias tipicas, en el gque
la divigidn se inicia con el crecimiento de la membrana plasmi
tica hacia el intericy, c¢recimiento que fracuentemente se pro-
duce en relacidén a un megsosoma.  Este crecimiento do la mewmbra
na acaba formando un septo completo gue divide a la célula - -
transversalmente y cuyo grosor es guperior al de la pared co-
lulayr periférica. ILa divigién de este scpto a partir de la pe
riferia de la cé&lula, da lugar a la separacién de las células

hijas.

La pérdida parcial o total de la pared celular trae como consg
cuencia la alteracidn de la funcidn de log mesosomas y por lo

tanto no hay formacidn del septo.

Las formas L pucden dividirse lentamente, on especial en lag -

profundidades de una placa de agar, cuyas [ibras pueden ayudar



a la separacién de las células hijas: pero al faltar el zeplo,
]l tamaiio de lar oflulas hijas varis extraoriinariamente.
El papel que jueqga la triada de Dienes, corpGsculos elemcnba--
les, granulos y cuerpos laryos en orden ascendente de tamafo -
en la reproducceidn de las vaviantes en fase L, es indeciso. -
Una raz6Hn eos que las estructuras estén on transicibn y la for-
ma vy nlmero estin determinados ambientalmente,
Ios elementos pequeiios aparecen dentre de los cuerpos largos,
firtos varfan en tamafio, de 0.05 micras para los corplisculos -
clementales; 0.1 - 1 nm para los grinulos v de 1 - 50 nu para
los ecuerpos largos. Corplsculos y grinulos pueden ademis cre
cer fuera de la superficice de los cuerpos largos y aparccen -
como cadenas cortas y filamentos.

Los métodos de reproduccién de las formas I todavia no se han

establecido; use han sugerido dos hipHtesis:

a) La primera indica un cicle reproductivo en que las peguos—
flas unidades se multiplican dentro de un cuerpo largo y &g
to provoca estallamicnto con la liberacibn de muchos cuer-
pos pequefios gue después comicnzan otro ciclo de reproduc-

.
¢1on.

b)

La otra considera gue ocurre una reproduccibn por fisién de
los cuerpos largos; en ausencia tambi&n de una pared celu--
lar rigida, frecucntemente sc produce una divisién ineficaz,

de modo que muchos clementos de varios tamanos y compledi--



dad, de los cualcs no todos son viables, son lanzados al -
medio de cultivo (23, 25, 35, 45).
Los corpfliscuios clunertales embebidos en el agar, aumenton do
tamafio, se dividen vy aparece al crecimiento en el interior --
del agar, depuds en la periferia hasta formar la tipica c¢olo-
nia, ohscrvandose que la capacidad de multiplicarse y la va--
riedad morrfoldgica estdn en relacidn con el wmedio de cultivo

utilizado {17).

1.11 Genética:

El génoma de la bacteria permanece invariable en el paso a fox
ma L, por lo gque &sta retiene todas las propiedades figiolbgi-
cas de la forma original, exceptuando las asociadas a la pared
celular, por lo gque al revertir dan bacterlas con la morfolo--
gfa igual a las bacterias originales (28, 90, 93, 108).

Tos cambios hereditarios producidos por los agentes inductores
ya mencionados, son independientes del ADN y se congiders como
un cambio fenotipico dirigide y adaptative de log procesos he-
reditarios.

Algunos agentes inductores no se limitan a zeleccionar a log
mutantes espontineos, sino que, al parecer, impiden que las cg
Julas retengan un compuesto esencicl que forma parte de la pa-
red, y cuya ausencia da lugar a que la sintegis de dicha pared

resulte imposible (25).



Lag formas L son probablemente protoplastos o esferoplastos de
necles bacteoriana®, las cuales han perdido su capacidad e

formar una pared celular tipica, sv origen puede deberze aoun

-

factor del medio ambiente v no tienen la capacidad genética pa

ri dirigir la sinte: de enzimas especificas para la pared oo
Iular. Una alternativa es la de creer que s requicre ¢l mate
rial de la pared celular como un cebador para su propia sinte~
sizs. Asil, si un factor ambiental destruye la pared celular r-
wds allh del umbral requerido como cebador para sintesis, la -
hacteria sobreviviente es capaz de crecer ¥ oreproducirse a vo-
luntad, permaneciendo ausente su pared celular.

La plrdida genética de la capacidad de sintetizar la pared ce-
lular puede reflejarse en ol resultado de gue algunas formas L

contienen menos ADL vy otras, menos genes que su bacteria origi

nal (69).
1.12 Capacidad patdéygena de lasg formas L

Los estudics iniciales sobre formas I tenfian el propésito de -
probar que tienen importancia patogénica y no solo un instru--
mento bioldgico GLLl para investigaciones coneernientes al es-
tudio de pared celular o una hipbtesis de los ciclos de wida -
o las hacterias.

Las formas L son de un gran interés en la cronicidad de proce-

208 patolbglcos ya cue sc han considerado como posibles agen--
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tes ekbioldgicos.
lrys componentes en el anwmplejo de la pared celular que se con-

sidera son responsan)d de la virulencin de las bacterias, se

dividen en tres grupos: o) Los responsables de la resistaencia
a la defensa celular; b) Los responsabies de ls resistoncia
a la defensa humorai vy o) Los que son téxicos a los tejidos -

del huésped ya sea directamente o por macanismog inmunclbgis-

Debido a que algunns o todos los componentes protectores super
ficiales antifagociticos se piarden cn la generzcidn de formas
L, se podria esperar que éstas sean mds scensibles al suero que
las hacterias originales; ¢in embargo, puesto gue el suero in-
mune puede generar formas Loen algunog migroorginlimos, Nno es

una regla general que bodas las formas L sean mis genzibles -

que las bacterias originales @ la reoacelédn bactericida inmune

u otros factores antimicrobianos humorales.

Lo presencia de lisozimn en la mayov parte de los fluidos =~

del organismo, probablemente darfa por resultado la degrada-

cibdn del peptidoglucano. La persistencia de formas L dependg
ria entonces de la satisfaccidn local de sus requerimientos -

osmbticos y de la susceptibilidad de larw cublertar a la lisis

por componentes del suero u otros fluldos del organismo.  La

maltiplicacion de formas I efectivas podria dependen de mu--

chos factores, incluyendo el de proveer de sus requerimientos



de desarrollo exclusivos, de la necesidad de substancia inbra~
celulay de soporte para su Jivigidn v de su capacidad paya ser
protegidas de la fagocitosis.

Hay una anplia ovidencia do que in vive e in vitre, algunas --
formas L continlen con la sintesis, scerelando algunos compucs
tos en el medio ambicente y dejando de sintetizar otvos. Algu-
nos compuestos que normalmentae no son enerekados por las bacle
rias originales son expulsados por formas L {35).

El compuesto tHxico mis conseido de la compleija pared celular
bacteriana, cs la endotoxina de los microorganismos Gram nega-
tivos. Bl aspecto tdxico de esta molécula de lipopolisacérido
parcce ser la mitad lipidica y produce una gran variedad de --
reacceiones thxicas similares a cualquier otro produclto natural
conoeido.

Muchas formas L de Gram negativas son téxicau en una gran va--
riedad de sistemas analizados, ya gque el material residual de
la pared celular estd frocuentemente presente en la cubierta -
de laz mismas, causando lesiones dermonecrbticas. Estas lesig
nes se¢ considera gue se deben a la mitad del veptidoglucano --
del eonmplejo parad celularn,

Otra cvidencia es que la exotozina de Coztridium tetani, eos

h
o

cretada también por formas L estabilizadas, la cual semeja  en
order de toxicidad o la toxina original; existiendo el peligro

potencial de tratar heridas propensas a tétanos solo con peni-




cilina cn las personas no inmunizadas.
Exicton dos pogibilidadas acerca de la patogenleidad de las --
formas Lj;
1) Que no sean pubfgenos primarios, sino formas sobrevivientes
responsables de subsecuentes recaldas de la enfermedad.
2) Que se roquieran condiciones muy especificas para producir
su patogenicidad.
Un importante estudio da Me. Kay suglere que esta Gltima posi-
bilidad es la correcta (84),
Si suponemos por el momento que las formas L son susceptibles
a la fagoeitosis, fstus podrian permanecer en condiciones am=
bientales que les peymitan quedar proteqgidas de los fagocitos
o en las que la funcidn fagocitica sen pobre., Debido a quo -
se requierce la presencia de superficios para una fogositocis
cfectiva, en sangre, f£luide ascitico, o en abscesos de cavida
des, los microorganismos susceptibles o la fagositocis pusden
pasar inadvertidos. En el medic ambiente hipertSnico de la -
médula renal la funcidn fagocitica es muy pobro. En la red -
de fibrina de un trombo la movilidad e lus fagocitos proba--
blemente ze impida en gran medida y las formas L son capaces-—
de sobrevivir. FEl sitio intracelular os otro refugio poten-—-
cial de la fagocitosis para lag formas L.
Adeinds, muchas bacterias sceretan moléculas pequefias que  son

quimioticticas para los leucocitos polinorfonucleares. Todas
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las bacterias son generalmente estimuladores potentes para la

niaracidHn de leucocitos, zin embargo, algunas formas Lopuedoen

no serlo, puesto que no secretan los nismos compuestos y pucs
den carecer de antigenos superficiales u otres componenbes -

que median la respuesta inflamatoria (10, 102, 107).

Laz formas L bacterianas pueden,después de obtencr un nicho -

protectory, scr capaces de causzar enfermedad por producceifin de

toxinas o inmundégenos que resultan del beiido datiado o  poder
culsar directamente citotoxicidad.

Se ha encontrado mayor Facilidad para la transformacibn a for

mas I de bacterias poco virulentas, gue ante cepasg bacteria-~

nas altamente virulentas (9, 17, 23, 25, 35, 49, 58, 106).

Desde el punto de vista de su presencia on ol organismo huma-

no, de su capacidad para produciv procesos patoldglcos v de -

su pregsenlacidn, se dividiran de acuerdo a los sitios de don-
de se les ha ailslado y/o en relacién al microorganismo al que
corresponde,

a) Procesos abscedales y ostiomieliticos. La primera forma -
aislada de un ser humano por Dienes vy Smith fué a partir -
de una secrecidn purulenta acumulada en Lo cavidad perite-
neal, secundaria a una infeecidn localizada en las trompas
de Falopio, v aue al aizlarla v revertirla e identificd -

como Bacteroides sp. Godeeski y Cols {(48) aislaron for-

mas I en once pacientes con infecciones crénicas vesicula-
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res por estafilococo. Jfa bacteria original presentaba re- -
sigtencia a los antibidticos ustales, laz formas L obtoni- -
dag revivtieron o las formas originales on medios de culld -
vo adecuados .

Charache y Cols., (20) en rforma semejante, aislaron formas --
L de material purulento que al ser subeultivadas en medios -
adecuados vevirtieron a ia forma original

Infecciones estveptocscias. Cesde lasdesoripeiones origi- -
nales sobre la posibilidad de obtener formas L , a pavtiv -

de Streptococcus haepolvticug on forma expervimental (100, -

101), se habia insistide sobre la posibilidad de aislarvlas -
de casos estreptoceccices y, an parbticular, de procesos -~ -
erbnicos como la fiobre rewndtica oon o sin carditis.

En los filtimos 2fics han aparceido articulos cue confirman- -
estas hipétesis. laplan (65) concontxd reaceidn cruzadsa entre
estreptococos del urupo 8 y el tejido cardiaco de enfermos -

con endocarditis bacteriana ailslando formas L de Btreptoco-

ceus.,

Godzeski (44) con wisculo cardfaco tomado de un proceso qui,
rirgico en un individuo con historia de enfermedad reumdti

c¢a, aisld igualmente formas L de Streptacogcus.

El estudio mis impresionante sobre fichre reumdtica lo rea
1lizé G.Y. FKagan (48) en Moscl, quien en 20 pacientes con

fiebre reumitica activa, aisid en 1., formas L y en 4 for-
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mas transicionales; los subcultivoes demostraron que pertoeng

clan al gonero Stroobococcus. Bl mismo autor, en 14 pacien

tes con endocenditis séptica, aisld 6 forveas Loy uno transi

cional que revirtieron a Streplococcus, bl aislaniento  se

efectud en vangre periférica, con el antecedente de que al-
gunos pacientes habfan sido previamente tratados con anti~~
hifticos en forma masiva.

Mortimer (88) ha aislade formas I de Streptococcus haemo--—

lyticus en procesos sistémicos, concluvendo gue estas for--
mas pilerden su proteina M y el carbohidrato especifico al -
revertir.

Padecimicentos neurolégicos. Kagan y Cols {48) en 144 pa--
clentes con meningitis, que inclulan 8 casos con absceso ce
rebral, aislaron formas bacterianas en el 14%, cultivos mix
tos con bacterias y formas L en el 3.4%, formas L inesta- -
bles en el 2.8% y formas L estubles on el 15/ de los casos.
Entre las bacterias que se obtuvieron al revertir, se encopn

traron en orden de frecucncia: Staphvlocogeus, diplococo -

lanceolado y cocobacilos semejantes a Hoemophylus. La mayg
ria de log pocientes habfon recibido terapia con anbitifdti-
cos. En algunos casos sc¢ aislaron reiteradamente formas L
on pacientes que presentaban uno cvolucidn erdnica del pade
cimientc, cuyes liempos variaban entrve 30 y 63 dlas a pesar

do recikir antibidticos a dosis elevadar durante un tienpo
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prolangado. .

Infececiones urinarias. Las bacrerias ea la orina encuen~ -~
Lran presiones osmbticas que exceden en maucho a las necesa-
rias para la proteecién de las {owmmas @y protoplastos, al-
canzando presiones del orden de 1,200 a 1,300 mOsn/L, (13,
48)  se antoioe logico pensar que en aste medio puceden permg
necer viables mis gue en cualquier ctro liguido del oryanig
mo, ademis hay ¢que considerar que la orina infectada contia
ne lisorima, anticuerpos, antibif:sicos, glicina, bacteridfa
qos y obtros agentes que pueden debilitar la pared colulanr -
hasta 1levar a la lisis a las cflulas bacterianas. Braude
{(48) ha encontrado on animales de exporimentacidn, que las
formas L estdn prescrvadas en ol intorior de aélulas fagoed
ticas de la veiiga e, inclugsive, parccen nultiplicarse den-
tro de ellas. Asi, cate invesiigador explica las recaldas
v anota en sus experimentos que la ingestion de liguidos en
abundancia disminuve la osmolaridad v la recaida (13).

49) demostraron formas I en rifiones de -

Guze vy Kalamanson (
ratas con infeceifn hematdgena gue produijo piclonefritis ~-
pur enterococo. Tratando a las ratas previamente con peni-
¢ilina, la bacteria fué erradicada por el antibibtico, lo -
cual se demostrd por cultivos en medios ordinarios. Al cul

tivar en medios especiales ze logrd obtencr formas Ly pos-

teriormente revertirlas a zu forma ouriginal. En otro estu-



aic, estos mismos aukores {(48) aislaron formas L de rifiones
25 pacienten seleceilonados parad elrugia, tomndg
Coooo o Lieapo de! acto quirvlrgico, 1o biopsie ronal de
Gadio o, In los cesultados se obsorvd que on 577, oo due-
civ, en el 7% de los pacientes con formas L, habla eviden-
cia histol&glca de pielonefrvitis, I los pacienloes tomados
vomo conbroles que no fenlan evidencla elinica de piclone--
Crillis vy oen guienos no e alslavon bacterias ni formas L, -

210 (6% peesentaron evidencia histoldgica de piclonefri-

tiu. Do manera gue en 7/75 pacientes gue tenfan piclonefri
Lig o la biopsia renal, colamente en 5 ¢e ailslaron foraas L

(56%), micntras que en el 124 sin evidencias de piclonefri-

Ll ge encontraron formas L

Outman y cola, (7)  esxamivaron 146 nuestras de 57 pacientes
con bhacteriuvia ovbniaa, 73 nwestras Jde 99 pacientes con pa-
dechnionto repal no infeceioso y 15 muestras de 15 adwisio--
nevs conscecutivas por enfermedad sin compromiso ronal.  Sc dg
mecbrd la presencia de formas Loen el 11/57 (19%) gque tenfan
Pactecivria epbnica y en ninguno de los pacientes de los dos
grupos btesbigo.  Enoun caso en el que =o aislaron formas Lo-
que revivticeron a II, coli, la misma bacteria se aisld de un

ciltivo Jde blopsia renal.  Recientemente este mismo autor —--

(13)  reportd ia ulilidad Jde la errvadicacidn bacteriana  con

ol uso de ampicilina y eritromicina cn un nifo con lupus eri



[3NRg]

caatoso en guien se aiglaba en forma reiterada formas T -

corevoertin a Prof
ehov wols, (48) demostraron formas Loen 11757 pacicentes
o infaceibn urinaria crénica. A estos pacientes se les
ciolaron formas L durante ol tratamiento v al revertirlos
oo bdentiflearon las bacterias originales.  lo importante
s esia pstudio es que el autor demuestra gque on la exacern
Looldn se o alold de los pacientes el mismo microorganismo,
ctpiriendo que lag formas Ioscan una causa importante de -
cooafdas on la infeccidn ervdnica.

S ver con mayor frecuencia ge presenta el caso de pa~ -

chenton, gue @ ar rocibiendo una terapia apro-

Gl o inelusive masiva, de antibifticos de diferentes eg

pecbros, ¢l cuadro clinico no se wodifica on (orma impor-——

thante, presentéondose olevaciones tévaleas <do consideracidn.
i estos paciontes el enfoque ha sido buscurn ol posible ng

canizmo que perpoetla el proceso infeccioso (01).

Mattman (48,78) ha cultivado formas L de pacientes con proce
s04 septicémicos. Estos pacientes no respondiecron al trata
micnto con antibibticos, presentando hemocultivos reltorada
uwerte negativos en los medios ordinarios. DI cultivo de --
sangre y de 1iguido cefalorraguideo en medios cspoeciales —-

cvideneid la aparieibn de formas L gque en pasces sucesivos -

revicticron a zu forma original. Godzeski (48) en 11 pa--



cientes con infeccibn estafilococcica ordnica aisld en son-

cp e
G

ooeultivada en foran espesial fovnas L, nienlras gue no -
logrd crecimiento en los medios rutinarios. IDstas formas -

revirvtieron a Staphylococcus al pasarse a mediog ordinarios

de cultivo.

En un trabajo reciente, Mattman (48) reporta ¢l aislamiento
de formas L en 328 muestras de 164 pacientes a quicnes se -
les practicd hemocultivo por causas diferentes. El aisla-
miento gencral fue de 39%; en ¢l 11¥ fueron bacterias en -
su forma vegetativa v oen 287 fueron formas L, gue al rever
tir sc encontrd, en orden de frecuencia Stapbylococcus, --

Streptococous hagmolyticus v Streptogoeous pneunoniac.

In casos bioen egtudiados de tuberculosis pulmonay Mattman

(48) ancontré que ol 35% tenia formas L, las que se determi

naron por anticuerpos fluorescentes, 7 de los casos posit]

vos mosltraron formas I que revirtieron a Mycobacterium btu-

berculogis (78)
En un paciente con ficbhbre crdnica de origen desconocido, 6
nmuastras para hemocultivo senbradas en medios especiales -
desarrollaron formas L, todaz las mucstras revirtieron al
bacilo tuberculoso. La bacteria oriaginal no sc¢ aisld en -

vida del paciente vy la autopsia reveld tuberculosis avanza

da.
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Es importante hacer notar gque también se han aislado formas

atipicas o protoplastos de hongos levaduriformes, como ol -

caso publicado por Rosenev (97) de Cgpdida tropicalis en
un paciente con endocacditis que evoluciond fatalmente. En
cste caso, previo al tratamiento con anfotericina B, se aisg

1

146 la forma nowmal de Candida tropics en hemocultivos ro

petidos. Despuds de adninivtrar anfotericine B a dosis els
vadas durante 11 dfas, se encontraron formas atipicas del -
micreoorganismc, las gue creclan sdélamente on medios osmGii-
camente adecuados y posteriormente revirtieron a su forma -
original. En los cortes de vdlvula mitral se pudieron idep
tificar lag cflulas levaduriformes. Bl autor piensa que en
este caso la anfotericina fue el factor inductor de las for
mas atfpicas (97).

Otros padecimientos en los que se han encontrado formas I son:

Sulmonelosis, brucelosis, fibrosis quistica y meningitis (23}.



CAPITULO TI

LSNP ERMEDADRES DEL TRACTO URINARIO

2.1 Anatomia y [isiologia del Sistema Urinario.

E£std constituido por rinones, vejiga urinaria, uretrn y urete
ros. Su funcidn principal es la formacidn v climinacidn de -
orina; solucidn acuosa de productos de desecho metabdlico y -
de otros compuestos que son potencialuente tHvicos para el --
mintenimiento de la homeostasis. Satisface esta funcidn por
llevar a caho los siguientes procesos: a) Filtrar los dese--
chos metabdlicos, elimininlolos del organismo; b) ayudar a re
gular el equilibrio hidrico vy, c) ayudar & regular el equili-
brio dcido base de la sangre.

Como parte de su funcién, la orina scoretada continuamante -
por los rifiones, es conducida por los ureteros a la vejiga --
urinaria, donde se almacena hasta el momento de su evacuacibn

a través de la uretra (11).

Rifiones:

Son dos 6rganos en forma de habas gue se cncuentran detrds -
del peritonco parietal, contra la pared abdominal posterior y
exictamente arriba de la cintura. 1 higado cmpuja al rifdn

derccho hacia abajo, de modo que queda ¢n un nivel inferior -



recpecto al rifidrn irxguierdo. En la parte. superior de cada -~ -
uno de ellos se cencuentira una glindula suprarrenal, la cual es
un Srgane endoarins y ne parte del sistema urinario,

Cada rifdén tione una superficie anterior, una poslterior y un -
Borxde lateral conomxo o eixterna.  La superficie medial de cada
riftén tiene una superficic concava o depresidn lLlamade hilio,

arteria renal, vonas, vasos linfaticos y nervios entran y sa-

lon del riiidn o travbs de esta depresidn.  En ol hilio se en-—

cuentra una cavidad en forma de saco llamada pelvis renal. -

Fota os la poreidn coloectora del rindén y representa la por- -

cifn amplia del ureters. Cada rifbn estd dentro de una clpsy
la fibrosa resistente.

En un corie transvereal de rifén se observan dos 8reas distip
tas: una drea obscura interna, la médula y un rca externa -
mis clara, la cortama, oLa primera estd dividida en varias cn
flas Lriangulares llamadas pir@mides renales, las bases do 8s-

tas bordean la corteza y sus apices convergen hania el contro
n. Estos dpicesse llaman papilas renales y ambonan -

en cavidades de la pelvis llamadas c@lices. Bl examen microg
cOpieon de un corte de tejido renal revela nunercsas estructu-

raz en forma de embudo con larqgos tallos contorneados, se 1lg

man nefronas o unidades funcionales del rifidn. Cada rifdn —-

contione aproximadamente un milldn de nefronas y cada una de

ellias constta de: A} un corplisculo renal compuesto por el glo
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mérulo vy la cépsula de Bownan y b} un gisbema tubular {(103).
La arlervia ronst entra ol rifida por ¢l hilio junte con los neyn

<1 riiién.,  Inmediotomente después  de

[«

vios y vasos linfiticos

entrar al riién, la arteria renal se divide on numerosas ramas

que se exticnden hacia lz corloza. as ramas se llaman arte

riolas aferentes y cada una de ellasg termina en unas cincucnta
asas capilares llamadas glom@rulos o reticulos capilares. Ds-
ta estructura capilar y la cipsula invaginada en la gque ésta =
se cncuentra, constituyen el corpCsculo renal. Un vaso que sa
le, llamado aritcreola eferente, recoge sangre del corpGsculo -

renal. Después de un breve recorrido, la arteriola eferente -

se divide on una fina red de capilarcs que rodea a los tGbhulos,

3

Los capilares se unen mediante vasog internedieos para formar

la vena renal, la cual gale del rifidn por el hilio.

|

Los rifiones regulan deo trez formas el equilibxio fcido base:

1

a) Sceresidn de iones hidrégeno; L) formacidn de amoniaco y

¢) excresidén de iones bicarbonato {11).

La sccvresidn de iones hidrSgeno se roealiza prineipalmente en -
s ibulos dizzales, donde los iones secretados reacclonan con

el fosfato dizfidico (encorirado en el filtrado glomerular) pa-

ra formar foszfato monosddico v sodio, éste ¢s lucgo reabsorbi-

do nacia la zzngre a través e la mesnbrana tubular, n oeser--

cia, la secrezidn de ione: hidrdgeno por las células del tdbu-

1o distal a cambio de los iones sodio, hace mas alcalina la --



sangre al hacer nés fcida la orina.

Un seqgundo mecanisme para mantener el equilibrio dcido-base,--
a3 la formacidn de amonfaco. En este mecanismo, las ceéiulag -~
tubulares distales, sinletizan amonfiaco, ¢l cunl se combina -
con iones hidrdgeno para Formar un ion ancnio, por lo tento, -
el efecto final do la secerecidn de amonio sobre 21 control del
pH os el mismo que el de la secresifn del 16n hidrdgeno. Los
iones bisicos sustituidos en el proceso difundan luego a las -

células tubulares, donde se compinan con un i6n bicarbonato,

i

formando una basce bicarbonato que sc resbsorbe en la sangre y
que determina cen gran medida el pH de la misma.

Las células de la poredidn distal del tObulo secretan iones hi=-
drbgeno y ciertos subproductos nitrogenados del metabolismo —-—
asi como farmacos, piguentos, toxinas, deido Qrico, aminodci-—-
dos, hormonas y sales.

Casi la mitad de sclutos contenidos en la orina evacuada con--~
siste en urea, principal producto de desecho presente en la -
orina, el resto consiste en creatinina, cloruro de sodio y di-

versas substancias orgfdnicas e inorgénicas (11, 50, 103, 109).

2.2 Infecciones Urinarias

Las infecciones urinarias pertenecen al grupo de los procesos
infecciosos m&s frecuentes de la patologyia médica. Su impor-

tancia radica en el dafio que pueden ocasionar sobre la fun- -

o
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cibn renal, pueden involucrar s6lo un sitio como la ureitva - -
(aratritis), prostata (prostatitis), vediga (eistits), ureto--
ros {urcteritis), riflones (pielonefritis);: aunque Frecuentemnon
te afectan mis de una regidn de estoe sisbena, como es ol case

de la uretra y vejiga (uretrocistitis); wreteros, pelvis y pa-
rénquima renul (ureteropielonafritis).

La pielonefritis y las infececiones acounpaiantes del tracto urd
nario son causas frecuentes de insuficicncia renal v producen

una considerable morbilidad (zobre todo en adolescentes); son

una complicacidn frecuente del embarazo y cuando se asoeian a

lesiones cstructurvalcs o neuroldgicas del tracto urinario, a-

cualquier cdad, originan o menude incopncidad severa y muerte.
La sepsis bacteriana por bacilns Gram negabivos asociados a -
los problamas derivados de la colocacidn prolongada de un caté
ter urinario, aleaned enormes proporcionces on hospitales y en-

tre enfermos crénicos {56},

2.3 Tlactores defensivos del organismo:

Los microorganismos que se encuentran por lo com@n en la ure~-
tra o que se Introducen en la vejilga, tienden a ser removidos
por el procesco de miccidn y son en apariencia inhibidos por -
los mecanismes antibacterianos presentes en la muacosa de 1o -
vejiga (macréfagos activos que sintetizan inmunoglobulina A) -

y los sistemas de defensa del organismo tales como pH, osmola-



dilucibén.  Sin embargo, con la diuwresis forzada, disminuye tam
CiAn 1a ooncootracidn le las substuancilas protectoras presentes
¢ Ja orina. Uno Je los factores que actfia comoe adyuvante  en
lan mujores embarazadas para la prolifervacibn bacteriana, es -
auwe el pl o se encuentra mds o menudo entre los limites Favora--
bles para la reproduceidn de los wmicroorganismos,  La ocmolard
et nrinaria en el hombre sucle ser inferior a 800 mOam/kyg, vy
wetfle cowme mecanismo secundario de proteceidn.,  La hidrodinémi,
e urinaria parece ser el mecanismo protector mils importante -
del mombre, Lo eliminacidn de bacterias, por una gombinacidn
de flujo urinarieo vy de miceidn peribdica, es un poderogo pero
incompleto mecanizmo de limpieza bacteriana de la vejiga. La
mucosa vesical intactn ¢liminn lag bacterias que quedan en la
fina pelfcula de orina gue permanece sobre ella, incluso luego
de una miceibén completa, Se postuld que loz &eidos orgfnicos
producidos por las células mucosas, son los responsahles de ~
1a muerte de las bocterias de la orina residual y no los anti
cucrpos locales a los fagoecitos. Estos mecanismos pueden su-
perarse cuando la vejiga se vacia de mancra incompleta y ésto
Lace penzar on el papel gue desempefiaria el volumen residual

como determinante valioso de la sensibilidad a la infeccidn.
2.4 Factores predizponentes:

La retenceifin urinaria por los mecanismos de obstruceibn funcig



nal o patoldgice cfrece a los microorganismos una oportunidad
de malttiplicarse dentro de la vellga, pudiendo luegqgo ascender
por wia ureteral, tal vez facilitada por el reflujo vesicoure
teral o a través de los linfliicos de la pelvis renal v clli-
was, vy de esta manera aloanzar uno o ambos rifones. Las ob--
sarvaciones clinicas, epidemiolégleas y las experimentacionas
snoanimaloes permitioron determinar varios Lactores de gran im
portancia en la patoginesis de las enfermedades urinarias, La
niclonefritis aguda comienza en el drea medular ; se discmina
dentro de la cortera renal dando como resultado de la forma--
=1dn de numerosos microabscesos, Aunque los glomérulos no es
#4n a menudo involucrades, el nefrdn disminuye sus funciones
por la lesidn destructivz. La lesibn inflamatoria tiende a
sor confinada en un segmento al wrinecipio pero luego so expan
de. Es de considerable interds apreciar porqué la médula re-
nal es mis susceptible a la infaccidn gque la covteza. &N ve~-~
cas se producen oxcepelones con microorganismos en particular
virulentos como, por ejemplo, en sepsis o plelonefritis aguda
por Staphylococcus. La sensibilidad casl siempre superior de
la médula renal o la enferacdad por microorganiswos menos viry
lentos, parece explicarse por el limitado flujo sanguineo en -
esta regibn, el retraso en la movilizacifn de lecuocitos (dis-

minucion de la actividad macrofigica) vy ¢l ambiente local  de

elevada tonicidad y pll bajo para la fagoeitis. La accibn pro



Lectors de In diureris acuosa sobre ol mecanismo de defehza me
dulzn venal, se atvionyd a la capacidad de la mélula para con-
Pravie tar oestos efoectoun. Tos datos eoxperimentalos indlican —-
que Lo produecidn de dones amonio inhihe ¢l enarto conponento

Jdel conplemento v por esio pecaniswo interficre la actividad -

hactevicida (14).

2.5 Factores importantes en la patogénesis de las enfermeda-
ddes Urinarias:

2001 ddad y osevos

Reeidn nacidos y nifios en edad preescolar: Las enformedades ~
urinarvias cen muy comunes en la infancia, vero la frecuencia
crncia de bacteriuria en lactantes se desconozo; ésta en las
infecciones verdaderas, debe ser inferior o 1a referida en oz
Lwilos on los que se utilican las bolsitas plisticas para lo
recoleoaidn de la muestra, sin confirmacion ulterior., Bl fug
tor predisponente bisico, ez la materia fecal de los pafiales
e contaninag al wenko aretral en los bebés.

Enoninon de edad preescolar la Lrecuencis de infeccifn deseri-
ta on ta literatura, varia en forma amplia por la diferencia -
de los mdtodos de reeoleceidn y la diversidad de criterios so-
bre lo quoe es bacteriuria v lo que no lo es. 5on alrededor de

10 a 20 veees mas frecuentes en las nifias que en los nifios (56).
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Edad egeolar: Un trabajo reciente de Kunin sobre 8,206 nifios,

revela que la frecuencia de Yacteriuria en las nifas (1,2%) es

(374

elevada en comparacién con la observada en los nifios (0,04%) -

1o que supcne una relacibn de 30:1.

Lstos datos confiyuman la notable sensibilidad de las mujeres ¢

las enfermedades urinarias donde los factores predisponentes -
como son la excesiva frecucncia de obstrucciones vesicales, rg
flujo vesicourctral y urctra mis corta, resultan determinantes.,
Mujeres adultas: FEl indice de la bacteriuria en la mujer au--
menta con la edad y la actividad sexual. Ta frecuencia de bag
teriuria en lag monjag JOvenes os de s$6lo 0.5% y no aleanza el
199 entre los 135 afios y 44 afios de edad.  En la mujer, la fro--
cuencia de infecclones urinarias aumenta con la edad y puede -~
1legar a un 10% on ancianas. Con ol comienzo de la actividad
gexual suele ocurrir el sindrome conocido por los médicos como
"cistitis de la luna de miel", La infeccidn se convierte en -
una complicacién importante en cl emharazo, sobre todo en el -
primer trimestre y se manifiesta con frecuencia en forma de --
pielonefritis aguda (G, 56).

2.5.2 lmbarazo:

En el primer trimestre oscilan entre un 2 y 6%. En nuestro --
pafs, Casellas y col encontraron un 4% en un estudio rcalizado
con cmbarazadas. La elevada tasa de infecciones urinarias du-

rante el embarazo se considera hoy dia como la consccuencia de



2 bacteriuria adquirida en un momento anterior de la vida de
Ja maciente. Al parccer existen alteraciones en el tracto uni
nerio on el embarazo {pérdida fisioldgica del tono ureteral ,

tammio del fQtero, ote) que permiten ol establecimiento de la -
colonizacidn bacteriana en la orina, para invadir despuds al -
viidn. Bl peligro de prematuridad es superior de modo signifj
cativo en las mujercs con bacteriurias no tratadas existiendo

un alto riesgo en este kipo de pacientes,
2.5.3 Bacteriuria en el vardn:

Es poco frecuente hasta cerca de los 40-50 afios, si no ha exig
tido antes instrumentacibn del tracto urinario. Después de -~
ega edad la hipertrofia de la prbstata, las posibles ohstrug—-
ciones u otras enfermedades que requieren manipulacién de  las

vias urinarias son causa importante de infecciones urinarias -
(5. 56).

2.5.4 Obstrucciones:

La infeccidn ocurre con facilidad si se praduce una obstruc-~ -
cidn parcial o completa de los urfteres. El importante papel
que desempena la obstrucceién on la enfermedad se confirma por
la yran frecuencia, de 15 a un 20% de piclonefritis clinicas,
observadas en pacientes con leslones obstructivas, BEn los hom
e, una pielonefritis aguda sugiere con seguridad la proba--

ble lesidn obstructiva una anomalia congénita, acodaduras, di
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vorticulos, ete en el grupo joven y célculos y tumores prosté=-

veooouen el adulto (3, 14, 56),

.

2.5.5 Reflujo vesicourcteral:

El reflujo vesicoureteral puede demostrarse por radiologia du-
rante la miccidn en pacientes con episodios recurrentes de pie
lonefritis aguda, El reflujo de la orina vesieal hacia log --
uréteres puede considerarse come Wi mecanismo por el que los -~
microorganismos ascienden al rifidn en lugar de ser eliminados
por el proceso dc micceidn. El reflujo vesicoureteral puede -
resultar la causa de una infeccidn urinaria continuada y sue-
le obscrvarse en las infecciones urinarias de la infancia.
Estd bien demostrado que cuande el reflujo es grave (asociado
con hidrour&ter ¢ hidronefrosis) puede rotardar el crecimiento

renal on nifios poquefios y debe corrcgirse  (56).

2.5.6 Instrumoentacidn:

No obstante las precauciones de asepsia durante la colocacidn

de un catéter, luego de 4 a 5 dias puede observarse en el 1 a
2% de los casos, una bacteriuria persistente, Es importante ~
distinguir, pea&ra cvaluar los peligros de la cateterizacibn en-
tre la Gnica (por un breve perfodo)l y la prolongada {por lo ge
neral con baldn de retencién). Las primeras se asocian a  una

frecuencia de infeccibn muy inferior a diferencia de las prolon
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gadas. Ll peligro de infeceibn por cateterizacibn varia de -
acnerds o cliovkos arunns que son mas consilles a la infencifn:
Las mujeres antes del parto o en el puerperio, los ancianos v
debilitados, los diabdticos vy los paclentes que retienen un
volumen de orina importante en la vejiga.

Cuando se usa un catdter permanente, la infececidn puede pene-
trar luego de la inscreidn, por burbujas de aire on el caso -
de drenaje abierto, o por una pelicula de moco y pus entre cl
catéter y la pared uretral, cuando el catéter se mueve dentro
lo T urotra siguicado Tos aovimientor del noaciente.

ILa cateterizacibn urinaria prolongada, cuando los cuidados --
son pocod, puede constituir un peligro para los pacientes a -
quienes se debe proteger va gue es la causa principal de lag
infeceiones urinarias iatrogénicas y el factor predisponente
mis aciduo para la sepsis mortal por bacilos Gram negativos -

{endotoxemia) (6, 14, 23, 56).

2.6 Vias de infeccibn:

Hasta hace algunos afios se consideraba que la via descendente
ora la mfe frecuente (por ¢jonpleo, luego de una anginal. Se
ha observado gque los microorganismos Gram positivos son infre
cuentes en las infecciones urinarias poro son los quo cauzan
lag del tracto respiratorio en especial. En la actualidad -

2o considera que la mayorfa de las infecciones urinarias  se
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originan por la via ascendente despufs de penetrar por el mea-
ton vretral, fota e, con mucha diforencia eobre las dembs, 1o
via mis frecuente de infecoién en la wuejer, sin embargo, se -
monciona a la instvumentacibn para ambos sexos.  fhora se acen
{4, do ordinario, que las bacterias ascienden por ¢l tructo --

urinario por simple novimicnto browniano y pueden llegar al ri
RGN sin gue exista una alteracidn del flujo urinario. La matg

ria feeal, la flora hacteriana del introito uretral, las secrg

cianes vaginales, ete, son los focos originarios. Adenés, - -

cvisten datos owperinestales e gue lag hacterlas pueden le--

gar a los rifiones por los vasos linfiticos constituyendo la --
12amada via linféatica.

La via hematdgena es menos Frocuente que la ascendente pere  a
veces rosulba wmuy impovtante. Cualquier infeccidn bacteriana
sistfmica puede afcctar al ¥iddn, por ejomplo: une salmonelg

sis o una septiceaia por Staphylocoesus donde se encuentran -~

abncesos corticales.  Ademés, suele suceder el caso inverso,
que por una piclonefritis se produzea una scepticemia, como en
el caso de los posoperatorics de las wvias urinarias donde es-
posible observar el chogue endotéxico producido por la Libe--
racidn de las toxinas de los bacilos Gram negativos al torrep
te circulatorio.

En general, el tracto urinario se considera estéril, sobre tg

do rifién y uréteres, en vejiga y uretra suelen encontrarse mi
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croorganismos gue sc consideran cono flora nomnal de la piel,
pero sicmpre en menor cantidad en la vejiga,
Cono se menciond antoeriormente, la principal via de infeccidn
renal o5 la ascendente, la cual es causada por microorganis-~-
mos que proviencen de la parte inferior del tracto, introdu- -
ciéndose por ol meato urinario que ostl erpuesto a las evacua
ciones vaginal y/o rvectal, iniciéndose La infeceidn en la par
te inferior del tracto urinario, azcendiendo luego a vejiga y
urcteros, hasta llegar a log rinones.
Por la localizacidn anutémica del meato urinario, la mujer es
t4 predispuesta on un grado mayor a una posible infeccifn, dg
bido a la cercania de Gste con la parte inferior del tracto -
gastrointestinal v el aparato rveproductivo. En ol hombre la
probabilidad es menor debido a que no existe la misma localdi
zacibn anatbmica y a la presencia de espermina que es una en-
zima bactericida.
los microorganismos que infectan por esta via proceden de:
a) Flora habitual de la urectra anterior. La uretra anterior -
en el hombre y en la mujer, presenta de ordinario una flora

autdéetona constituida rolre tode por Staphylococcus epider-

midis, Staphyvlococcus aureus. Miorococcus sp, Streptoco- -

ccus del grupo D de Lancefield {enterococos), Strepltococous

alfa y haemolvticu:, Corvnebactoerium sp. {(Diftercides), --

Bacteroides _sp , vy pocas veces Acinetobacter sp, Pscudomg--
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nas sp y Myecoplasma op.

Slora hopdtual o Lo cone prepucial,  La zona prepuciel, -
de modo principal en los individuos no circuncidados, pro-

senta una poblacién bacteriana may abundante, de la que --

[¢9)
j—
o
i
H

pueden participar adembs de las bactervias propias d
uretra; enterobacterias, distintas especies de anaerobios

(Veillonella sp, Fusobacterium sp) y Mycobacterium smeqma-

tis,

Flora habitual de la regibén vulvovaginal. La zona wulvar
y el introito vaginal también presentan de ordinaric una -
flora habitual, integrada por los microorganismos ya men--
cionados. EBn las nifias de corta edad suelen abundaxr en es
ta zona las cspecices de enterehacterias quoe se encuentran
con was frecuencia en las infecclones urinarias., En las -
mujeres en perfodo de actividad estroginica se encucntran

las bagterias propias de la vagina (Lactobacillus sp). -

Streptococcus del grupo D, Corvnehaclterium sp, Staphvloco-
LOYy. '

acteroides sv, Veillonella sp, Myveo- -

Ll

ccus epidermidiy,

nlasma_sp, cte., =on tambhidén un factor de contaminacidn -
frecuente. Aungque no cxista flujo vaginal manifiesto, se
presenta por lo general una scorecidn mucosia que arrastra
dichos microorganismos. En las mujercs en periodo posme-

nopfusico y on las embarazadas, desaparcce o disminuve la
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concentracidn de Laciobacillus sp en la vagina, lo que per

mite el decarrollo preponderante de lay restantes especics
de la flore noraal. Todos custos factores, facilitan la ip

foceibn con bacterias de origen vaginal.

Contaminacién fecal. La contaminacibdn de la zona perineal
con la flora fecal es inevitable en los lactantes. Por ~-
tal causa, con la entrada uvetral abundan las bhacterias gque
ocasionan con mis frecuencia infeeciones urinarias (Esche-

richia c¢oli, Proteus mirahilis, o1 grupo bnterohacter-Kleb-

siella entre los Grem negativos, y entorococos entre los -
Gram positivos). 4 todos estos factores de contaminacidn
provocados por causac que podrfamos denominar naturales, -
deben sumarse log de origen infeccloso, o sea la uretri- -

tis, vulvovaginitis vy colpitis (56, 59, 68, 109).

2.7 Clasificacidn de los padecimientos renales de acuerdo a

la regibn afectada (24).

2.7.1 Pielonefritis:

Es la inflamacién del parfinquima renal y del sistema picloca-

liceal. ©Se presenta como un sindrome infeccioso general agqu~

do o atenuado, en ol primer caso se presenta dolor en los ~ -

flancos afectados, y/o a la palpacién y fiebre asociada a una

poliaquiuria o disuria. En la pielonefritis crbnica se pre--



adultos se produce mis frecuentemente una cenfermedad renal --

crénica.,

2.7.3 Pielitis:

e una inflamacién de la pelvis renal y los uréteres, que ge-
neralmente se prasenta acompafiada por una lesién de tejido --

renal (24, 56, 73).



CAPITULO ITL

FTIOLOGIA DE TNPRCCIOMIS RENALES

CAUSADAS POR FORMAS - L

Bl reciente interés en el aislamionto ¢ identificacidn de for
mas L bacterianas c¢g el resultado de reportes de zu aislamien
to de cultivos de orina y tejidos de rifidn de pacientes con -
padecimientos venales. Se ha dewostrado la persistencia de -~
antigenos bacteriancs con algunos tipos de pielonefritis en --
animales de labhoratorio y on el hombre, existen reportes ca--
racterizados por recaidas frecuentes a pesar de una aparente

terapia adecuada; en muchos casos, la enfermedad presenta higs
tolbgicamente un progreso a pesar de la ausencia de infeceidn
bacteriana, determinada por cultivos urinarios o ciamen biold
gico de biopsing renales. EBEsto se debe a que la bacteria per
siste en el rifib6n afn despuls de una terapia antimicrobiana -
apropiada, ¢n una fage on gue no puede cultivarse en medios ~
bacterioldgicos estandar. Por estas razones la atencién se -
dirigié a la fase DL, la cual resiste la aceldn de antibidti--
cos que afectan la pared celular, necesita proteccidn osmdti-
¢a y no puede cultivarse en los medios empleados de rubina eon

Bacteriologia (3, 12, 12, 17, 18, 23, 46, 49, 63, 94, 99).

3.1 Agentes inductores de formas L en rifién:

Fxisten algunas condiciones y agentes gue provogan que una -—-



pacteria sufra una modificacidn en la estructura de su pared

celular, dande nor resultado un microorganismo capaz de repro

ducivse v, bajo ciertns condiciones, rovertir a su forma ori-
ginal causando recaldzns sucesivas y tornindose en padecimien-
to erbnico.

Lag causas de induceién en una pielonefritis son las siguien-

tes:

a) En muchos casos tratados con antibibticos que afectan a la
pared celular, como las cefalosporinas, ciclocerinas, vy --
principalmente penicilinas, sc han observado recaldas suce
sivas en seguida de una aparente terapia adecuada, aislan-
dose formas bacterianas atipicas de la orina de pacientes,
durante el transcurso de la terapia y afin después de va- -
rias semanas de haber suspendido el tratamiento.

Las causas comuncs de reincidencia incluyen: la eleccibn
de un antibibtico inadecuado, la irresponsabilidad del pa-
ciente al no tomwar los antibibticos como es debido, la do-
sis insuficiente del mismo y el perfodo limitado del tratg
micnto.

La presencia de formas mixtas en un proceso dinlmico, cn -
el cual algunas bacterias se transforman a su fase L ante
la presencia del inductor adquiricndo una fase de resisten
cia, al dejar de actuar ¢l inductor, revertirin a su forma

original, si este fendmeno se prolonga, conducird a la cro



nicidad, mientras tanto en esgas ctapas se observarin sigoos
clinicos del proceco infecciozo.

b} La actividad cortinada del sistema complemento v lisozima,
provoca la induccién de estas formas en el organismo, cin -
embarao, ¢slo puede conducir i gea a la lisiz total e una
bacteria o bien & induccidn de formas L,

Lisozima, colicinas y aninoficidos que sce oliminan del orga-

nismo a través del rindn cn un momonto dado, provocarfan la

induccibn a formas L de la hacteria causante del padecimicn

to {17, 18, 19, 23, 25, 32, 35, 36, 40, 45, 46, 51, 54, 58,
70, 104).

-
J

.2 Cuadro c¢linico de la pielonefritis:

La piclonefritis se caracteriza por inflamacién del rifibn y -
la pelvis renal, generalmente bilateral, que se presenta como
un sindrome infeccio;o general aqgqudo o atenuado.

Ixisten diversos factores predisponentes; entre los nds comu-
nes estln la obztruceidn de las vias urinarias y algunas en--
formedades tales come dilabetes, ancnia perniciosa, distrofia
del lactante, etc. 8o presenta bajo dos forinas, una aguda v
otra crbnica y ambas pueden ser obztructivas o rno. Ta plelo-
nefritis aguda cs de inlciacidbn bruzeca con escalofrios, Lampe
ratura, postracidn, dolor do caberza, nduseas ¥ a veces vomi--

tos. Puede accompaiiarse de doler en la regidn lurmbarn, abdomi-



nal superior ¢ fosa hiliaca, la compresibn del punto urctral
siporior provoca daolor intenso.  Siola vejiga estd afechada,
se observa poliaquiuria y disuria, ademis, en la orina, =o -
presontan hematfes, albfning, cilindros, cte.  Evolucions en
un perfodo de 5 a 7 diasg, con declinecibn de la ficbre y me-
jorfa del estado gencral, tornindose normales Jas orinas en

3

35 4 semanas, generalmente no hay dafio hiscolOgico.

La forma crdénica sucle obsoervarse después de una pilelitis que
acompand al embarazo o provenlente de la infancia, asi como -
tanbién puede originarse por formas L bacterianas. Pueden --
observarse dos variedades: la no obstyructiva y la obstructi-
va.  En oambaz, 1o fichre oo rveducida pero proleongada, conti--
nfla con dolor de cabeza, falla de apetito, astenia, on ocasio
nes se presenta dolor lumbar., Xa alteracibn de la orina se -
caracteriza por la presoncia de pus, albhmina, cilindros hia-
linos, grinulos, sangre, eote.

La pielonefritis erbénica no obstructiva se caracteriza micros
cbpicamente por una reaccibn inflamatoria crbnica con linfood
tog v cbdlulas plasmiticas, atrofia tubular y dilatacibn con -~
aspaecto coloidal o gelatinoso, los glomérulos generalmente -—-
presentan fibrosis pieloglomerular y los cofectos de la isque-
mia.

los vasos ganguineos en las &reas de inflamacibn pueden tener

parcdes engrosadas. La enfermedad se dice gue es histolbgica



mente acliva cuando ademils de dichos cambios, se encuenbran -
leucocitos polimorfaomicleares ea ¢l intersticio o en el lumen
tubula,

No hay duda de gue esta lesidén puede desarrcllarse de una pig
lonefritis bactoriana aguda vy se asocia frecuentemenle con --
una infecceldn bacteriana crdnica o recurvente. Bl examen hig
tolégico del tejido renal reveld gue ol 71% de los cultivos -
positivos de rifién tienen evidencia microsedpica de pioclone--
fritis ecrbnica.

Existe la posibilidad de que 1a persistencia de las formas L

pueda explicar ¢l desarrollo de pielonefritis ordnica en au--
sencia de formas bacterianas cldsicas demostrables y yva sea de
bido a un leve ectimulo inflamatorio de las formas © directa-
mente o a la reversibn intermitente a lay formas bacterianas

originales m&s patdgenas, es gue sc podrian causar los cambios

patoldgicos (24, 68).

3.3 Condiciones que favorecen la cronieidad:

a) La hipertonicidad de la wmédula renal, favorece la protec--
cifn de las bacterias en su fase L, ya que como se mencio-
nd anteriormente estos microorganismos necesitan de una --
proteccibn osmbiica para su superviveneia. IEn la orina tam
Lién existe esa proteccida debido a gque la osmolaridad es -

mis alta de los 650 mOsm, osmolaridad que corresponde al -



b)

10 de sacarosa contenida en los medios de eultivo ubtiliza=-
dus para el aislamiento de las formas L. En la orina, ol -~
plt de 5 provee aproxiwadamenbte la misma proteccidn que una

coneentracifn 0.5M d= NaCl, Gsto oy de poca importancia en

caso de que enista suficiente protecceién osmbiica.

Ll tejido renal puede interferir con la aceidn backericida

del sucro, se han presontado evidencias que sugieren que -

la formacidn intrarrenal de amonio inactiva al 4° componen

te del complemaento. los complejos inmunes del sistema del

complemento generan un factor guimiotéctico para leucoci~-

tos polimorfonuclearss y aunguae toda bacteria es goneralmen
te estimilador potente paraa la migracidn de leucocitos, al-
gunas formas I, pucden no serlo, puesto que no gsecretan los

mismos compuestos v puaden carecer de antiqgenos superficia

les u otras substancias gque median la respuesta inflamato-

ria.

S1 suponemos que las formas L son susceptibles a la fagocd

tosis, &stas podrian permanecer en condiciones ambientales

(9

e las que sean protegidas de los fagocitos o on las gue ~
la funcidn fagocitica sea pobre.  Para que cxista fagoeito
sis efectiva se requieren superficies de contacto, debido

a Gsto, en sangre, flufdo ascitico o en abscesos de cavida

des, los microorganismos susceptibles a la fagocitosis pue



- 50 -

wuil pasar inadvertidos.  £n el melio arbiente hipert&nico -
de Ja méiula renal la funcidn fagocitica es muy pasa o 12 -
ORI ’l‘ Te T f:[!-_!-ﬁ""-_vl“"" rr f,)['(')l)(ll;.]!; 500 .i!llp(_}_’!fi_(_]‘_; Caogran
medida vy las formas L sean capaces dc sobrevivir,

a) Algunas formas L pueden caurar infecciones intracelulares -
en cl riiién, aste sitio es otro refuyio potencial para ovi-
tar su fagoeitosis. Despuds de obtener un nicho protector,
pueden secr capaces de causar enfermedad por produccibn de -
toxinas o inmundgenos que resultan del tejide dafiado o por
causar directamente citotoricidad.

e} Bl rifdn sc distingue de olros érgances por su alta aoncen--
tracibn de urca, que os un econstituycernte de la orina y que
contribuye a la formacidn de microorganismos en fase L, g
to s posible, si e encuentra presente ademis un: cierta

cantidad de NaCi (14, 23, 35, 109).

3.4 Presencia de microorganismos en fase L en infecciones re

nales:

Exivten reportes gue de los microorganismos que infectan el -
tracto urinario en su forma bacteriana normal, tan solo los si
guicntes se han encontrado ¢ wu fase Len padecimientos ronales:

Proleus mirabilisg, Escherichia coli v Staphvlococcus aurcus.

Se han realizado estudios cxhaustivos para investigar el pa--

pel de la ureasa de Proteus en la patogénesis de la pielonge-
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1ritis en un intento para comprender cdmo bacterias relativa-

nence inocuas, pueden atacar selectivamente al rifidn, todo es

L(\

[
Vi

e base » la alta concentracidn de urea en dicho 8rgano.

han obtenido evidencias de que la ureasa de Proteus es no-

frofduica y que ésto contribuye a su patogenicidad de dos for

mas :

1)

Por ¢rear alealinidad (pH=8.2) en el riii6bn conduciendo a -
la necrosis del epitelio renal tubular y a la precipita- -
¢ibn de NgNH4PO4 con formacidén de cflculos. El pH produci
do se debe a la acumulacidn de amonioc después de la desconm
posicidon de urea por la urcasa de Proteus, alcalinidad que
no se produce durante la infeceibdn renal causada por Es~ -

ciierichia colil o por Staphyvlococeus. aureus,

Por presencia de un pargsitismo selectivo intracclular y =
nocrosis de los b(bulos renales.

Los estados tempranos de la infeocidn pov Proteus en el ri
fiOn se caractorizan por proliferaci@n densa de bacterias -~
ventro del epitclio tubulur cuando la concentracifin de -~
urea es alta. Las impresiones tefiidas de las células tuby
lares individuales, revelan que las colonias se desarro- -
llan en el citoplasma. El desarrollo de Prgteus en el cepi
tolio tubular produce nocrosis de las cflulas, encontrindg
se que estos tObulos dafiados, son el centro de una reac- -

cidn inflamatoria renal comenzando ¢on unos cuantos leuco-



citos polimorfonucleares y posteriormente esta reaccidin pg
ritubular aumeata para vroducir las lesiones masivas  ine-
Tlemntoriag coforallales corticopilvicas gue son caractg

rigsticas de 1a piclonefritis causada por Dr

NG,

Las infecciones causadas por Staphylozoccus aurous y Eg— -

cinerichia coli no se loculizan en las células tubulares, -—

sino fuera :dc los tibhules y extracelularmente.

BL nmero de células infectadas por wcolonias de Proteus an
menta proporcionamente con el awnonto de la concentraciébn

de uren. A difereacia de Proteus, la infeccidn de Bsghee=
richia coli es ligera y la concentracidn de urea no in=- --
fluencia su desarrollo.

La alecalinidicd producida por la ureasa al descowmponer la -
urea, puede daiiar al cpitelio severamente alin en ausencia

do bacterias viables. Bgcherichia coli, a diferencia de -

Proteus, produce acidez y casli no se »rosenta dafio celular
a pesar del gran desarrollo afin en concontraciones muy al-
tas de urea.

Staphylococcus aureus tanbién posee una potente urcasa, --

sin embarqgo, e ha observado que sblamente se desarrollan
fuera de las células tubulares.

£l fenbmeno de infeceidn intracelular no solo ayuda a elu-
cidar el desarrollo inicial de lesiones piclonefriticas, -

sino gque también constituye una base para enplicar porqué
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ian infevciones por Peoteus persisten en al rifidn por pe--
stador mas largos que las causadas por Escgherichia coli,
fon osindios con cultivos de tejidos establecen gque Pro- -
Pews on protegido por las cllulas epiteliales, de los pro-
cesos inmunoldgicos que podrian mis f8cilmente eliminarios
dal tejido.

dstudios postorioves confirmon los efectos nourotbxicos de
la ureasa de Proteus en pielonefritis y la accidn de esta
ensima podria explicar no s6lo ia peculiar susceptibilidad
del riiidn a estas inofensivas bactorias, sino ademés, la -
resistencia a antibidticos v procesos inmunes naturales de
Proteus, causando pielonefritis.

n base a estas observaciones, o3 [acil comprender la ma--
vor incidencia de formas L de Proteus on comparacidn con ~
formas I de otros microorganismos en las pielonefritis cxf

nicas (3, 12, 14, 17, 23, 35, 44, 46, 49, 63, 65, 94, 99).



CAPITULO IV

SENSIBILIDAD DE LAS FORMAS 1, ¥ POSIBLE TERAPIA

20 PARICLAT LN TOS 2o HALRS

Los patrones de sensibilidad a antiidticos de las formas L,
como podria suponerse, difieren en gran medida de las bacte--
rias originales en que las formas L, en gencral, son resisten
tes a agentes que actlon inhiblendo la sintesis de pared cely
lar. Por lo tanto, las penicilinas, ccefalosporinas y cilclose
rinas no son efectivas contra esferoplastos y formas L.
hungue la bacitracing, vancomicina y ristocetina inhiben la -
sintesis del peptidoglucano, estos antibidticos también inhi-
ben algunas formas L, sugiriendo otra Corima de aceidén gue - -
afecta posiblemenie 13 membrana citoplésmica.

Antibidticos tales como la eriiromicina no son ofectivos con-
tra muchas enterobacterias intactas, poero si lo son en la in-
hibicidén de la sintesis de proteinas en esferoplastos o for--
mas L oderivadas de las bacterias originales. [Bste dato sugig
re gue la pared celular actfia cowo una borrera para la eritro
micing, la cual desavarece con la pérdida de la integridad de
La pared celular,

Obscrviaciones similares se han hecho c¢on la forma L de Pro- -
teus voel antibiftico polimixing,

Pxporimentalmente, so ha obeervado que la eritromicina es - -

ofoctiva en la inhibicién de esferoplastos y formas L de - -=
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cphogoecus faecealis indueidos por la p?nicilina, pero no -

Lavterias lotactas causantes de pielonefritis en ratas. Se
he veportads tambidn una consibilidad similar de esferoplas—-
Lo entorocbeocicos con kanamicina.
Cuando la pared celulag es afectada por la penicilina, 1o cs-
treptomicina v la kanamicina son agentes bactericidas mucho -
mds cofectivos y las formas L de los microorganismos son consi,
derabhlemente mis sensibles a los aminoglucdsidos que los mie-

croorganismos intactos.
4.1 Antibidticos efectivos contra las formas L

La recopilacidn de los resultados do diferentes cxperimentos
inyvitre, indican que lag formas L generalmente son sensibles
a los antibidticos gue afectan la membrana citoplésmica y el
metaboliswo intermedio como son: eritromicina, kanamicina,
tekraciclina, estreptomicina, neomicina, cloramfenicol, poli
mixina B3, loucomicina y goentamicina.

En todos los casos de plelonefritis de los que se han aisla-
Jdo formas L, se han obtenidoe resultados favorables en la - -
arvadicacidn de la enfermedad al aplicar al paciente una to-
rapia combinada de upn antibidtico que acktlie sobye la forma -
bacteriana intacta {penicilinas, cefalogporinas y clcloseri-

ni) vy olro sobre su forma L (tetraciclina, estveptomicina, -

eritromicinia, neomicina, kanamicina, cloramfenicol, polimixi
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it B, leucomicina v gentamicina),

4.2 Terapia comblnnaga

Las combinaciones mis frecuentes encontradas en diferentes es
tudios fueron:

penicilina ~ eritromicina

penicilina - tetraciclina

penicilina - kanamicina
A su vez, de estas tres combinaciones, la mds empleada en las
pielonefritis crénicas que involucran a formas L es la de pe-
picilina—eritromicina, su eleccidn se debe a gue reportes pre
vios indicaron que la mayoria de las variantes en fase L son
ensibles a oste agente.
Consideramos que antes de prescribir una terapia combinada de
anbkibidticos o pacioentes en los que ¢l padecimiento crdnico -
Lo causce una bacteria detevwminada v su forma Is, of necesario
determinar la sensibilidad de los wismos. Esto es posible -
por medio del antibiograma, por el métode de difusidn en pla=-
ca de agar y apoyada en el de dilueidbn en tubo.
La comparacién de las normas de sensibilidad frente a los an-
ribidticos de las formas Iy la bacteria claszica, determinada
por el método de discos, e¢s un tanto dificil Aebide a que las
formas L reguicren cuatro dfas para que el desarrollo de las

mismas sca adecuado, micntras gque en la bacteria clésica re--



saiere s6lo de 12 a 18 horas de incubaciéq. Los diferentes -
cifimelros de las zonas de inhibieidn pueden reflejar diferon-
Len binapos digponicbhles pora la difusidn del antibibtico; ~-
in ombargo, las diferenciag de los difimetvos de las zonas -
obeorvadas son significatives, va gue la wona de inhibiciébn -
de un antibidtico ¢s marcadamente contrastante para ambos - -
(bacteria cldsica y szu forma Ll
Para ilustrar lo anterior, se mencionara el resultado de uno
de los ewperimentos realizados en el que se determind la sen-

sibilidad de Proteus mirxabilis clisico vy su forma L, con res-

vecto a penicilina v eritromicina:

Penicilina Fritromicina

Zona de inhibicién (mn) | Zona de inhibiciodn

()

15 7

Este método se apoya con la téenica de diluciones seriadas de
cals antibidtico, en las que la incubacidn con bajas concen--
tracinnes de eritromicina inhibié completamente el desarrollo
subvecuente de formaz L en subcultivo, mientras que 8stos se
desarrollaron alin después de la incubacidn con concentracio--
nes altas de penicilina.

Bste kipo de determinaciones es muy importante en la recupera

cién el paciente con padecimientos crénicos, yva que al apli-—




car la terapia conbinada adecuada, se estari disminuvendo en
gran medida la posibilidad de la recurvencia, lo guoe nz sucede
coooliming tan 5570 b Lacteria olisica vy ono su foraa L,

In cual persiste oo el ovganizmo y ol ser suspendida la toera--

piia con el antibidtico inductor, revertird a su forma bhacterig
nt causando recaidas intermitentes.

So ha reportado on la literstuara otro tipo de terapia para las
viclonefritis Jde lag que se han aislado formas L, v consiste -
an la preparacidn de una vacuna antigénica obtenida de dichas
formas, la que administrada en dosis y perfodo adecuados Lrac
comn consecuenein la erradicacidn de las aismas v, por lo tan-
toy, la recuperacidn del paciente. Loz inconvenientes principn
Tos de erte mdtodo son ol coste vy tlempo de preparacidn de la
vacuna antigénica (3, 9, 12, 19, 23, 35, 44, 45, 46, 56, 63, -

69, 94, 99).



CAPITULG V

DIAGNMOSTICO CLINICC

Bl propbsito de este capftulo es sugerir una téonica especifi
¢ oque ge lleve a cabo en el laboratorio para la evaluvacidn -

elinicr de las enfermoelades infecciosas del tracto urinario y

Pdentifieacidr de microorganizmos aislados en culiivo,

L crineipeal funcidn 2el labovatorio de Bacteriologfa M&dica
v La de ayudar al mfdico en el diagndstico y tratamiento :de
paclentes con enfermedades infecclosas.  Una vez gue el mbdi-
co examnin® al paciente, formula un diagndstico tentativo, ind
cinndo estwldios a fin de contirmar o descartar dicho diagnbs-
Ll

Ul nbdice debe conocer las diversas formasg en que sc puede -—-
presentar una enfermedad infecciosa, debe utilizar rayos Xy
pruchas vy Léenicas de laboratorio para confirmar su impresibn

elinica, deberdi también prevenrr al laborabtorio de que se sog

pocha La presencia de ciertos microorganismos, on particularc

Clopara su alslamiento se requiere un nedio de cultive distin
to Jdoe Ioo comunmento ubtilizados (68) .

Li siguiente figura es una representacibn esquemdtica de la sg
cuencia de atapas necesarias para la obtencifn de un diagr:ti

¢ elinico y de laboratorio de una enfermedad infeocciosa en =~

aqeneral .



S.b Btapas necesarias para La otteac:drn CSo oan diaandriioo -
clinico v de laboratoris J¢ una dad infeocciosn -

I

pacitence consulia
néites A causa Jde sige-

no: y/o gintomas de una
eafermedad

|
|

2L médico examlina
11 paciente y for
mala un diagndsti

infecciosa.

20 teatativo.
Tl mdllco confoce-

ciona Ordenes de
analisis,
Lar Aridenes son -

v
recoge una mueg

1
tra adecuada nara
cultivo.

Laoaestra v o la sg
Licitu? corraspon-
Jiernte 3o envian -

Bl médico interpro-
ta el informe e ing
tituye la terapia -
adecuada. T

Z1 informe se onvia
a la sala de hogpi-
tal o al mé&dico.

|

Se prepara el infox
me final.

Interpretacidn de -
cultivos e idenbifi
cacidn bacteriana.

T

\ .
La muestra e 2maml
na directamoente, so

procesa e incuba.

;1 Laboratorio.
Los datos de la solici-
b p tud sc asieatan en el -
libro diario.
L ollagréatico de pielonefritis crénlica no

Soeluso en la autopsia, aungue el paclen'«

suele ser facil,

tengd una hiztoria
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doopdidonefritis aguda.
loir pacientes con intfecciones subagudas o crbnicas, pueden --
presorcar sinbomas sistPmicos minimos y/o signos sutiles 2omo

¢

fretre intermivente con poca elevacidn de la temperatura, pér

in e peso, racil fatigabilidad y lasitud., Bl sedimento --
urinario puede contener intermitontemente leucocitos, bactoe-
rias v cilindros epitelialos v purulentos: hematlecs y ciline-
dro Gemfbicos se ven rara ver, Bl hallazgo de cilindros ley
cositarios es el mds imporkante para establecer un diagnbsti-
co e piclonefritis erbnieca.

Las cdlulas centelleantes (leucocitos grandes) son frecuentes
on esta enfermedad, cuando se forma orina hipoténica. FBs ha-
haitual una proteinuria menor de 2 g pok dia, pers ol nivel -~
puade ser mas clevado., fn la mayorfia de los casos de pielong
fricis crdnica, el diagndstico se cstablece con la historia,

hallacgos urinarvios, datog radiograficos v biopsia renal. Las

diticultades diagndsticas acontecen cuando c¢l paciente se pre

senta con afectaecidn de la funcidn renal en ausencia de otros

hallasgos (24, 68)

5.2 Sugerencia de una téenica a sequir para la investigacibn
doe formas L,

5.2.1 Toma de muestra (4, 6, 56, 68)

Uanceptos b8sicos para la correcta recoleccibn de muestras



1)

. - b

obtenerse del verda-

La miestra de orina para cultivo !
dero gitilo de infecclér v recolectarse con un mining do -
coot ren Do de beildsas, Oroanadd o Sowredlone: adyaton- -
tes, como podria ser el caso de que la higlene inadecuada
del tejido paraurctral v perineo, antes de recolectar una
maestrz de orina Jde una mujer, la contaminog,

Establecer periodos Optimns para la rocoleceldn de mues- -
tras a fin <de tener la mejor oportunidad de aislar a las -
formas L.

Las primeras muestras de orina recslectadas por la mafiana,
contienen habitualmente xayor concentracidn de formas L, -
debido a 1a lnactividad del individun durante la noche, -~
ademés, la ozmolaridad e la orina es elevada asi como la
concentracidn de urea,

Utilizar dispositivog de recoleceidn, recipientes para las
muestras y medios de cultivo adecuados para aseqgural el dp

timo aislawmiento Jde la wactevia v de zu forma L.  Se deben

- - 3 -

v la reooleselfr le mwoe-

crnlear ragipniestes cckérilos os
tras de orina. Ls también importante gue dichos recipien-
tes estén construidos para facilitar la recoleccibn, partl
cularmente si ¢e regquicre que los pazlentes obtengan sus -
propias muestras. Log frascos de boca ancha son los mas
adecuados para la recolezcién deo nueztras de orina, deben

estar también provistos de tapa <e cierre hermético para -
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la ]
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cvitar derrame ¢ contaminacidn durante Fl traslado de las

muestras.

en el easo de una aspivacifn supraplbica se usar§ una je--

rings y aguia estériles, teniendo cuidado de eliminac  las

burbujas insertando la aguja en un bapdn de gomn estfril.

SA1lo se dole ubilizar i la muestra ze puede enviar al la-

boratorio sin demora. Los tubes o frascos con tapa de go-

ma para aspirvadoes deberin contener 5 ml de solucidn de sa-

carosa al 205 estéril y saturado de €O, y libre de oxIigeno

para la bisqueda de anaerobios.

Al realizar una bhiopsins renal el tejido se puede colocar -

ca un tubo con kapdn de rosea y transportar en: al) el "mi

nifraseo", un recipiente de 35 mm en el que se utilizan 1i

paduras de acero y CuS0,4 acidificado como absorbante de -

cvigeno, o bien, b} una bolsa de plastico con gencrador -

de gas para atmésfora anacrobila, catalizador e indicador.

&l envase recolector de la muestra dehe estar correctamen-

te rotulado:

i) Nombre complcto del paciente.

b) NGmero de identificacin que puede ser el nfimero de hog,
pital, ¢linica o consultorio.

¢) Noabre del médico.

d) Especificar la procedencia de la muestra.

o) Indicar dfa vy hora de la recoleccibn de la muestra.
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onteas de recoleceldn de orina

Téonica de micaldn medlia (q, s¢). Esta técnica se basa en

Lol slgalentes premisas:

A) La recoleecidn de la orina de la parte amelia de la miccibn,
desechando el chorro iniclial, esta oparacidn tiene como fi-
nalidad producir el arrastre de la flora bacteriana residen
ta en la uretra, A pesar de égsto, siempre pasan bacterias
propias de la uretra con el chorro medio (menos de 10,000 -
colonias por ml).

B) Pura poder diferenciar la pegueia cantidad de microorganis-
mos gque pasan en el chorromediode la orina normal, de las bag
terias gue pueden estar presentes en la vejiga (sea por in-
feeceidn vesical o llegados a acquélla por los urdterns prove
rnientes de una infeccldn de pelvis o parbagquima renal), se
recurre al recdeato Jo eolonias,

En Qefinitiva, ol métode <del chorro medio con recuento de -
colonias exige que: 1) se efectQle una recoleccibn correcta
en la que no exista otra fucnte do contaminacidbn que no ~ -
sean los microorganismos propios de la urctra, 2) la orina
vasical sca un buen madio de cultvivo (piH) osunlaridad v con
contracién de nutrientes apropiados y ausencia de inhibido-
res. 3) se consiga una retencidn vesical de 3 horas como -

minimo.



Puncifn suprap@bica (P.5.P.)

Las ventajag de la recoleccibn de orina por P.S.P. son las si

gulentoss

@) Se llega en forma directa o la orina vesical sin correr el
peligro de contaminacibn uretral v sin el ricsgo de la in-
feccidn jqua ocasiona el catéter.

h) Se elimina la necesidad de efectuar el conteo de colonias
porque las hactoerias que se aislan proviencn de modo direg
to de la vejiga v no existen dudas de la evistencia de in-
Faceidn, cwcesto de la misma,

¢) Al no efectuarsze recuento de colonias puede prescindirse -
de la obligacidn de procesar la orina de inmediato o de reg
frigerarla.

d} Por provenir de una sona por lo regular aséptica {(la veji-
ga) es posible ademis ofnctuar una sicabra en aedio ligui-
do, la gur podré revelar la presencia de bacterias en la -
vejlga, gue sc cncuentren @ may bhaja concentracidn.

La puncifn supraplbica debe practicarse poy un mdlico con ex-

oriencia on esta tfenica. Bl paciente se eoloca en decGbito

horizontal supino con las piernas en abduccibn.  La ctapa  mds
importante es verificar gue la veljiga sce encuentre llena.  Si

s coloca de costadeo a los lactantes se obtendrd un nfimero --

colevado de punciones infructuosas y se daiar§ inGtilmente al



ino.  La forma ms scgura vy eficar de verificar el llenado -
vesical es la percusidn abdowninal la que debe efectuarse cada

bear st oncontrar ol oo

ido supranfidces caracterictios, -
Luego se esteriliza la zopa de puncidn con aleohol yodado o -
mertiolate y se lava al nifio la zona genpital para posibilitar
la rpeeoleccidn <de la orina que con frecuencia =c emlbte on --
forma simultdnea al practicar la puncidn., Para cfectuarla se
usa una jeringa de 10 & 20 cm vy aguija 40/7.  Sc punciona.de -
1 & 2 cm por encima del pubis v en la 1linea media. Inicial--
meate se ofectla la puncidn an forma vertical y cuando se = =
atriavesd la pared abdominal se dirige la aguja hacia el cb~ -
ccix con una inclinacibn de 10° y oo movimiento conbinuo, La
orinag cuele ostrar gola ea la joringe autes de comenzar a as-
pirar.

En tal c¢aso se continfia aspirando con suavidad para evitar que
el bisel de la aguja se adoze a la pared de la vejiga y no sal
ga més orina. Terminada la recoleceidn se retira la aguja  on
un solo movimiento ripido v se limpin ¢l orificio de cntrada -
con el mismo lesinfectante uzado al principio. La orina se pa
ga eon forma aséplica e inmediata a un tubo estéril con tapa =-
hermética.

Bl sb6lo diagndéstico de bacteriuria no indica si la infeccibn -
cotd eonfinada al tracto urinario bajo o si envuelve a los ri-

fioncs. In ciertos pacicentes la informacidn del panorama ed ~-
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fmnortante debido @ 1a berapéutica necesaria para erradicar la

inlooston (6, 567,

5. .0 Transporie vy conservacion de la ovina (4, 6, 56).

. -

L wrinn recolectada debe refrigerarse inmediatamente colocan-
(v ¢} fraseo en un refrigerador, entre 4% v 8°C {(nunca en el -
B

congelador) . 51 la orina debe transportavse o distancia, pua-

do o lnponersze de un reciylence de material alslante en el que

soocolocy el Frasco, rodefindolo de cuabitos de hiclo. Lo orina
pucde normanccer 24 horas en refrigeraci@n gin gquo ocurran po-
dificaciones gignificativas en ol recuento bacteriano, La ra
Crigovacidn de la orina tilene por obiehe ol impediv la repro--
duoeidn bacterinna en la orina contenida en el recipiente on -
e co recolectd, Bl tieans de generacidn de las bacterias --~
giie produeen infeceidHn urinaria es tanto wds cercano a los - -
2010 nminutos cuanto aits proxima sea la temperatura a los 37
a 20°C, el tiempo de generacidr de las enterobactexias puede -
considoravse proximo a los 45'.  Ello significa que cada 45" -

gue transeurren estando la orina a dicha temperaturz, la pobla

cibn bacteriana se duplica.

5.7.3 Métodos directos adecuados para localizar una infeccibn

urinaria (56, 59, 109).

a) DBiopsia renal



i) Catetorizacidn ureteral.

o) Téenica de Fairley.

Toonadtonios son ordinaroTs oy vasan en el nallazgo o bag
torian en el rindn en forma dirvecta ¢ bien mediante procedi--

mientos gue permiten deduciy cse origen.

5.2.3.1  al) Biopsia renal:

3u waler en la piclonefritiz ez limitado por la disposicidn -
diccontinua o en placas de les bacterias, dande una distribu-
eidn dispersa de las lesicnoes que determinan la posibilidad -
de resultados falsos negatiwves. Los positivos, sin embargo,

certifican una infeccldn hacteriana renal.

5.2.3.2 b)) Catetcrizacidrn srateral:

Se kasa con la recoleccidn -z orvina de ambos uréteresz con la -
finalidad de presuvoner Lo Localizacidn renal de los microor-
ganismos vy determinar cull <o los ritiones estl infectado. g
te método tiens nl inconveriante do rererir una meniobra urg
l6qgica especializada y de circoer el ricigo de una posible --

contaminacidén ureteral bacteriana de origen vesical.

5,2.3.3 Téenica de Fairley, tond, Brown v Habersherg o del -
lavado vegical.
Bn esta Lécnica e coloza un catéter ern la vejiga, previa hi-

gicne perfecta de los genitales (ver wmebodologfa do la roco--
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leceifn) o través de la uretra y se dejg colocado ra2nloectan-
do orina (muestra No. 1}. ©Bntonces se introducen on la veji-
g 50 mt de uns selucidn de neomicina (0.1%) que contenga dos
aupollas de Parkelose (una ampolla contiecne 25 U de fibrinoll
¢ina bovina y 15.000 U de Jesoxirribonucleasal) o travis del -
catéter v se dedja on la vejiga durante 20 min. (Luiego reco--~
ger la orina, muestra Mo, ) El Parkelase sc utiliza para re
mover el exudads fibrinoso le la pared vesical, micriras que

la neomicina esteriliza el contenido de la vejiga. Intonces

se lava la vejiga con 2 litros de agua destilada eszéril. Las
macstras de ovina so obtienen desde la cateteriiacidn inicial,
luego del lavado vesical y a los 0 a 10 (westra N2, 3), 10 a
20 {muestra No. 4} y 20 a 30 minutos (muestra No. 3 luego --
del lavado. Ios pacientes con una infeccidn localizada en la
vejiga presentarin una ovina estéril en todas las musstras re
cogidas despuds del lavado {muestrag 2-i-4-5 astériles). Los
pacientes con una infeccidn renal (alta) presentarin bacteriy
ria (vor lo general mis <de 1,000 y a menudo més de 10,000 por
ml) en cada una de lag muestras extraldas despuds del lavado.
Todas las muestrzs se =ometerdn a recuento e eoleriae ¢ iden
tificacidn de acuerdo con la metodologia descrita mas adelan-
te. La té&cnica de Fairley sc utiliza ahora como método pa- -

trén para evaluar la cficacia de los wmétodos indirectos y tig

ne la ventaja de que no necesitan realizarlo expertos en urn-



- Lo

logfa. Sin emwbargo, no os de utilidad para diZerenciar cudl -

de los rifiones estd

infecstado.  Un rasgo caracteristico es quo
log pacientes gue s61o presentan bacteriuria vesical pucden

fer curados de este episzodio infeccioso con el lavado vesical

(56).

5,7.4 Métodos indirectos:

Los métodos indirectos sdlo pueden evaluarse mediante compari-

cidn con los métodos directos ya que la relaeidn de los prime-

ro: con ¢l eriterio c¢linico de localizacidn, no permite e ~-

tracr conclusiones validas (56).

5.2.40.1 Prueba de concentracidn renal:
La incapacidad para concentrar la orina por encima de - -

700 mOsm/Kg de agua, denota parlicipacidn renal y es la prue-

ba indirecta de mayor uso en la practica clinica.

5.0 4.7, Importancia Jel serotipo del microorganismo in--
foctante:

Bete punto se cuplicard wés adelante.

5.2.4.3 Respuesta de anticuerpos al microorganismo infec-

tante:

Dozde el punto de vista tedrico, los pacientes con infeccibn

renal que causan migracién de c@lulas mononucleares v polinu-
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clesves al rea enferma, con producceldn de anticuerpos por par
e we células inmunocesmpetentes, deberfan experimentar cleva--
0 odel tftulo de anticuerpos séricos.

Si 1o infeccidn gqueda rectringida a la vejiga, los pacientes -
cor infeccidn urinaria vesical tienen una menor respuesta in--

Fiamaloria y por tanto es menor el aumento del tftulo de anti-

cuerpos del suero.

5.0.4.4 Excresidén de enzimas urinarias:

Las enzimas que en urn comienzo infundiercon grandes esperanzas,
no han resultado Gtiles en la diferenciacién de la localiza- -
cion de las dnfeccilones urinarias. Brunfitt trabajando con bg

trglucuronidasa no pudo encontrar correlacidn untre el indice

crogidn enzimftica y las pruebas para localizar la infec-

5.0.4.5 Funcién glomerular:

Otra prueba de utilidad para comprobar la falla en la funcibn
renal es la determinzeidn del fndice de depuracién de creati-
nina endbdgena, gque mide la capacidad de filtracién glomerular.
Esta se encuentra muy disminuida (por debajo de 80 ml/minuto)

cuando hay dafio renal.

5.2.4.6 Presencia de antigeno K:

Numerosos investigadores han sugerido que las cepas ricas en
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antigeno K son mds capaces de invadir el rifién. BEsto puede -
qeserse da la aceidn lnuibltoria de los antigenos K sobre el -
conplenento y la fagocitosis (24, 56).

Importancia de la identificacion del agente etioldgico aisla-
do de orina (19).

La identificacidén de los microorganismos aislados de la orina
tiene como objetivos:

a) Determinar el agente ctioldgico del proceso.

i») Reconocer la nresencia de bacterias habituales contaminan-

tes {ecjemplo: Staphylococcus epidermidis, Micrococcus, --

spp, ete).

Al efectuarse cultivos de¢ muestraz dobles o triples, preci

o

sar si el agente aizlado cn cada una de ellas es el mismo.
d) Comprobar durante la evolucién de la enfermedad si las re-
¢idivag se daben a reinfeccionez, o bien a persistencia --
del microorganismo inicial,
los recursos de los cuales dispone el bacteridlogo para detex
minar si el mismo agente bacteriano estd implicado en los cal
tivos sucesivos, efectuados a un mismo paciente, son log gi--
guientes:
a) Blotipo. Conziste en identificar al microorganismo si se
estudia la mayoria posible de pruebas relacionadas con di-
ferentes mecanismos conzimidticos de la bacteria.

L) Antibiotipo. La determinacién de la sensibilidad a anti--
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Hi0ticos, Frente a una cepa bacteriana, es un excelente marn
cacor genético.  Asi es posible inferiv que sc ostd on pro-
zeacia de cepas iguiles, cuando a partir de dos cultivos de
orina realizados und tras obtrs, ¢on breve intervale vy sin -
que melie entre 2llos ningln tratamiecato antibibtice, las -
cepas aisladas presenten la misma sensibilidad.

c) Serotipo, 8e da el caso no obstante, de gque dos cepas pue-
den presentar el mismo biotipo y antibiotipo vy ser serolbgi
camente distintas por diferir en la naturaleza de sus anti-
genas. Por ésto, la determinacidn del seroyrupo se ha im--
puesto en muchos centros especializados.

d) Determinacibn del titule de anticuecrpos frente a dos cepas
alsladas de cultivo sucesivoe vy sin tratamiento interrecu--
rrente. Dstasc cepas pueden ser también de utilidad para di

ferenciar cepas.
5.2.5 Criterios de Kass (6).

1. Un cultivo menor o igual a 103 bactcrias/ml, de orina; se -
considera como cifra insignificante o contaminaeibn,

2. Fn un cultivo menor o igual a 104 bacterias/ml de orina se
recomienda repetir el andlisis.

3. Un cultivo mayor de 10° bacterias/ml de orina indica yna in
feccidn activa del aparato urinario.

Las cifras entre estaz cantidades se consideran como de signi-
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ficacidn varianle, seglGn el tipo de wicroorganismo vy el cua~—-
~1inicn el vaciente.,  Hztos oriterios rosultan vilidoe -

G0 para nueriras recoylidas adecualamce:ie.

5.0.5.1 Criteric de Lacterivsia significativa (4, 6, 24, 56).

a) Un cultivo morsmicreiiane mayor de 107 bacilos Gram negati

vog/ml con scdimento anormsl y/o anticuerpos significati--

vos frente @ la propia copa.

b) Doz cultives monomicrobiancsz mayores de 107 bacilos Gram -~
negativos/ml, Hiotipo, antibdotipo v 3i ez posible serogru
pos iquales.

¢) Cualquier valeor de hacilos Gram negativos/ml en 2 cultivos
con anticuerpn: significativos,

d) Dos cultivos monomicronianos mayores a 104 cocos Gram posi

tives/ml con igual bictipo y antibiotipoe.

- . i . ‘ 4 +
g} Tres culbtivos volimiceroblanoz mavoras a 10? pacterias/ml -
con igual biotins y artiblotipo.
) Cualguior valor hallado nor suncidn suprandbilea.

5.2.6 METODODLOG I A

En general la metodologia a ceguir se basa en un anflisis pa-
ralelo del urocultive clisico, con la investigacién de formas

L con el fin de iderntificar al agente causal.

A continuacidn se presenta un esguema dol anfdlisis propucsto:



TOMA DE MUESTRA *

Refrigeracidn o procesamicnto inmediato

a) Recuento de colonias
bh) Densidad

1) Método de dilucibn en placa
2?) Métolo del asa calibrada

¢) Proteinas

d) pH

e) Sedimento

Aislamiento en medios

l

1) Examen en fresco
f) Coloracidn de Gram

. A + .
Filtracidn a través de filtro
millipore o gartorius de 0.45 um

Aercobilosis Anacroblosis Dill;;ci('m en solucibn Culgivo
' de sacarosa al 20 % del fil-
estéril M.L.C. tro en -
G. S. G.5. y -
éq 7 - B.H.I.
G.8. Bl 4. Casoy Siembra directa * %
* &
a) Coloracién de Gram M.L. M.L.S.A. a) Coloracién
L) Pruebas bioguimicas i de Gram
c) Antibiograma a) en 0O, ) Pruchas big
d) Pruecbas scraldgicas 2 miimicas
- b) en CO, Y ;\“L- .
- o, Antibilogra
e¢) en Anaerobio na
sis$ d) Fruebas sg

Interpretacién de re-

sultados

G.S.:

BHI :
Mol
M.oL.S AL
PiLACA:
M.LLC,

MUoLURL s

Positivo a A.L. rolbgicas

Rusicmbra Frotis (Gram)
i ¢
A.L. A.L.S.A. Placa
|

¥, o 4
Induccion a la Antibiograma de la forma L

Reversibén M.L.R.

Agar Gelosa Sangre

Infusién cerobro corazdn

Medio diffsico "L" con antibidtico
Medio difésico "L" sin antibibtico
Medio "L" agar en placa

Modio "L" caldo

Medic "L" de reversibn

*  La eleccibn del método s a criterio del analista tomando
en cuenta las ventajas y desventajas sefaladas anteriormepn

Le.



Requerimientos que deben cumplirse para determinar la patoge-

nicidad de ana variante bhoacteriana.

o}

alslamiento de bhacterias con pared celular Jdeficiente no -

constituye por =i una evidencia de que la variante aislada de

termine la patologia del proceso.

Para comprobar la patogenicidad de una variante bacteriana dg

ha

1)

¥
~—

cunplirse lo sigulente:

Comprobar si hay bacterias normales de la misma especic --
que la variante revertida en el material eon estudio.
Intentar la obtencidn repetida de la variante bacteriana -
del mismo material cn muestras seriadas,

Determinar si hay respucsta inmunoldgica del paciente fren
te a la cepa revertida.

Obgervar £i la erradicacidn del microorganismo aislado se
acompaiia de una desminueidn significativa de la patologia.
Organismos en la clisica fase bacteriana en un espécimen -
puede sufrir "espontancamente" transicibn a una fase de pa-
red defectuosa cuando se cultiva en un medio hipertdnico -
libre de antihibtico. Ezto e¢s aespecialmente probable si -
contiene penicilina u otras substancias que actan a nivel
de parced celular.

Se prucha gue las variantes de pared defectuosa ciisten cg
wo kal en materiales clinicos. Deberln incluir visualiza-

cibn de lag variantes on ¢l espdeimen (por ejemplo por - =~
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fluorescencia, luz o microscopio electrbuico) v demostrar
que tienen caracleristicas consistentes con la fase varian
to desilgnaca,

1) 51 el microorganismo presenta una variante, el siguiente -
paso ex determinar si asa especie ectd velacionada al pro-
caese de enfermedad o simplemento como saprofito.

8) Microorganismos de la miswma especlie de los aislados, debe-

ran estar presentes en el foco infeccioso (19, 24, 56, 59,

68, 75, 103, 109).



Debe hacerse notar que, en geneval, ssta investlgacidn biblig
grafica inicialmente involucraba la importancia de las formas
L en todo el traclto urinario, sin embaruo, después de una in-
tensa recopilacidn do datos se 1legd @ la conclusidn de gque
es especificamente en el rifidn donde las formas L ticnen mayg
regs probabilidades de Formacidn y de proteceidn debido a los
factores, condiciones y caraclteristicas propias del mismo, -
que se eltaron anteriormente. Esto hace que el onfogue de es
te trabajo sc dirija a las piclonefritis crénicas.

Se ha considerade qgue las formis L no son patdgenos primarios,
sino formas sohrevivientes con capacidad de revertir a su for
aa bacteriana original v, por lo tanto, responsables de la --
c¢ronicidad del padecimientn, aungue se ha dowostrado gue en -
coadiclones may cspecificas, son capaces de producir patogeni
cidad por continuar el metabolismo v produccidn de toxinas e
tnmandjenos que daian el tejide 5 por causar Jdivectamente ci-
totoxicidad, va que mchas formas L derivadas <de microorganis
mos Gram negativos son téxzicas, debido & que el material reei
dual de la pared celular estd frecuontemente presente on la -
ciabierta de las mismas, causando dichas lesicnes dermonecro--
Licas.

Se observd ademfs que ol microorganismo de mayor incidencia -

en plelonefritis cerdnicas en su fase L oes Proteus wirobilils -
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bido a la produccidn de urcasa gue aamenta el pH por acumu-
Leeifin de Ny debido a la descomposicibn de la urea, condu- -
Coi o oo techosis renol tuoualar oy oo Lo reroaseidn o cdlea-
1. Ademfis, el parasitismo selectivo iniracelular de Pro- -
feaes on el epitelio tubular, produce necrozis de las chlulas
corregpondientes dando como consecuencia lesiones masivas in-
flamatorias csferoidales corbicopélvicas, que son caracterfis-
ticas de las pielonefritis causadag por Proteus. FEstos efeco-
tos no se producen durante la infecceidn renal causada por - =
strog microorganismos, cosa que explica no s6lo la peculiar -
susceptibilidad del rifién a estas bacterias, sino adem&s, la
vesistencia a antibidlticos v procesos inmunes de Proteus, - -
Gdendo £Acil conpronder la mayor incidencia de formas L de cg
toomicroorganismo on comparacidn con la encontrada de otros -
aicroorganismos en las plelonefritis crbnicas.
na de lag principales causas de la eronicidad de las pielong
fritis se debe a una terapia inadecuada o masiva con antibib-
“ione que favorecen la produccidn de formas Loy debido a gue
los patrones de sensibilidad de &stas difieren en gran medida
= la Jde las bacterias originales, es necesario tomar cn cuen-
v, ocute criterio para evitar la cronicidad.
So coasidera que es de suma importancia el llevar a cabo una
<tenica en la que se aislen tanto la forma I como la bacteria

e La cual derivd, para determinar paralelamente la sensibili
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s e lag mismas y preseribir i antibioticoterapia cowbina-

N

. owtenunia, lo cual es de suma inpoviancia en la recupora- -

U el sesc e Qo padecimiant

s erdnicos va ygue se estari
Aleminuyondo con mavor medida la posibilidad de la recurren--
cia vy la erradicaci6n de ambas fases bacterianas y, por lo --

tanto, de la enfermedad.



3}

(2]
—

G)

7)

8)

CoONCLUSTIONES®S

Dovido a las caracteristicas propias del rindn, oxiste ma-
vor probabilidad de formacidn y proteceibn de las formas L.
Lag Efornas L son rosponzabloes de la cronicidad del padeci-
niento por su capacidad Jde rvevertir a su forina bacteriana
original.

Bstos microorganismos, en condiciones muy especificas, se
consideran patdyenos primarios por producir toxinas y cau-
sar directamenie ciltotoxicidad.

La forma L de Proteus mirabilis es el agente causal de ma-

yor incidencia en piclonefritis crénicas.

La peculiar susceptibilidad del rindn a Proteus mirabilis,

se debe a acumulacibn de amonio y al parasitismo selectivo

intracelular,

En pacientas que presentan un cuadre clinico de piclonefri

tis crbnica infecciosa, es racbmendable llevar a cabo la =~

investigacidn de formas L.

La produgeidn de formas L ge favorece debido a una antibig

tecoterapia inadecnada.

Para evitar la cronicidad, es necesario -‘leterminar parale-

lamente la sensibilidad de las formas Ly de las bacteriay
de las cuales proceden, para prescribir una antibioticote-

rapia adecuada,



AN LEXO
Cnomaogicidn de medios de ecultive (14, 19, 23, 30, 35, 49, 107)

Madio "L" Caldo

Sacarosa 200.00 g
Fitona 20.00 g
ZaCl 5.08 g
HgS04 . 7 H0 3.30 ¢
Agua destilada (e.b.p.) 1000.00 ml

Se ajusta el pli a 7.8 con NaOH LY v se esteriliza a 121° 15 mi
nutos.
Se oenfria a 45° y sc agregas

Ttracto de levadura 10.00 g

Penieilina (1000 U/ml) 10.00 g

Anfotericina (2500 microgramas/ml) 2.00 g
Adicionar 2 ml de suero de caballo inactivado por cada 8 ml de
medio base.
Para hacer tubos con medio bifisico se agregan 3 ml de medio ~

agar, se deja enfriar inclinando los tubos y una vez solidifi-

cado el medio se le adiciona 1 ml de caldo.

tledio "L" Agar

Sacarosa 100.00 g
Fitona 20.00 g
NaCI 5.00 g
Mg804 . 7 U2O 3.30 g
I&n Agar No. 2 10.00 g
Agua destilada (C.B.P.) 1000.00 g

Se ajusta a pH 7.8 con NaOH 1 N v se esteriliza a 121° por 15

minutos. Se enfria a 45° y sc le adicionan:



Ixtracto de levadura 10.00 ml
Penicilina {1000 U/ml) 10.00 ml
Anfotericina (25000 microgramos/ml)  2.00 ml

Ciroparacion de Placas

o adiaionan 2

o 8wl de nedio base,

1

(19).

ml de suere de caballo inactivado (SCI) por ca

Poonaraeidon de medio agar para tubos biffsicos.

Wiictonar 1 oml de SCI por cada 3 ml de medio hase.

Medio "L" de Rovorsidn
(cantidades para 100.0 ml)

cLas IMR~] LMR-2 LMR-~3 IMR-4 ILMR-5 ILMR-6 LMR~7 LMR-S
- N -

1 3.7 3.7 3.7 3.7 3.7 3.7 3.7 3.7
Agar o) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Sacarosa

(g) 10,0 7.5 5.0 5.0 2.5 2.5 1.0 0.0
- B -
50T {ml) 5.0 5.0 5.0 5.0 2.5 2.5 1.0 0.0
Lutracto
de leva-
dura (m1) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25 0.25 1.0 0.0
Ponicili
ni (1000
U/ml) (ml) 1.0 1.0 1.0 0.5 0.125 0.05 0.01 0.0

[ 1

Madio "L" agar:

Medio "L" de reversidn

Para placas y tubos biffisicos
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“ocdio "LY caldo: No so le adiciona agar

S antes e esterilirzar

b: Después de ajustar el pH a 7.2 -~ 7.4 v esterilizar a 121°
15 minutos, se agrega ¢l resto de constituyentes del me--

dio.

Agua destilada (c.b.p.) 100.0 ml

Identificacidn y cultivo de formas

atipicas bacterianas (14, 19, 35).

Los tubos bifdsicos de medio de "L" inoculados, se incuban a
37° durante 30 dias, rovisfindose diariamente al microscopio -
invertido con el objeto de certificar desarrollo. Una vez ~-~
gue hay desarrvello en los tubos de siembra directa se resiem-
bra nuevamente a tubos bifasicos y placas, con el objeto de -
comprobar la presencia de formas atipicas bacterianas. Se ha

co una tinclibn de Gram.
Tdenkificacidn de formas I (2, 23, 25, 27).
1) Identificacidén de la bacteria revertida.

2) Clasificacidn inmunolégica por medio de la técnica de inhi
bicidn del crecimiento.

3) Bstudios del ADN,

4) Electroforesis cn gel.

5) Tineciones permancntes de preparaciones de agar.

Egta Glebima téenica permite la preparacidén de placas permancn

tes de formas I que permiten ser examinadas a una amplifica~-



¢idowha alla que Jooque es posible en una observacidn dirio-

culttivos se ovponen durante foda La voche al vapor o oun.
solucion do foraaldehido al 377 colocado en una piesa de poa--
pel ditiro on la tapa de oana caja oetri invertida y osellada,
Las tinciones se llevan a cabo con asur 1T, seul de toluidin.,
fdoning y safvanina mase liandase con una golueidn de Gerido tap
tarico al 208 v extendiéadose suavemente sobre ol cubre objo-
Fov secindolo y calentédndolo oentre 50 v 0070, so vealiza: cor
Lee delgados de la superticice del blogue de agar con un micrg
Lomo v ose monta on B&laamn de Canadd,

los cualro nclsos anleriores se cxplicaron en of eapltulo --

l'fl), 1
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