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INTRODUCCION

Debido a que la neumonia es unc de los grandes males-
que aquejan a la humanidad, se determind elaborar este tema con
el objeto de incitar a que en un futuroc no lejanc, §é de ia debi
da importancia a la investigacién sgobre M, pneumoniae dentro
de los andlisis de mitina de exudados faringeos que se practi--
can en el laboratorio de Anilisis Clinicos Bacteriocldgicos como
causa de la enfermedad, asi mismo que se realice la debida in--
vestigacién de las diferentes especies de Mycoplasza que son --
causantes de diversas enfermedades en &l hombre y en animales -
domésticos y de experimentacidon dentro de las respectivas dreas
para evitar posteriores endemias o epidemias, ya que en la ac-——
tualidad, en los laboratorios clinicos de las diversas dreas mé
dicas, no se les da la importancia gque realmente tienen.

Las estadfsticas revelan que la neumonia causada por-
M. poeumoniae y otras especies de Mycoplasma causa un alto indi
ce de infeccidén, no sdlamente en las ireas urbanas, sino tam—
bién en las zonas rurales.

Si en los laboratorios de los centros asistenciales -
se le diera al estudio de Mycoplasma, la importancia que real--
ments revisten, se podria combatir adecuadamente esta enferme--

dad que causa estragos socbre todo en la poblacion de mediana —-
edad.




Cuando se tomen en cuenta en los hospitales o centros .
asistenciales y médicos, los estudios de las diferentes espe---
cies de Mycoplasma, el indice de las enfermedades producidas --
por éstos, tanto en humancs como en animales domesticos y de --

experimentacion, bajara en forma considerable.




CAPITULC PRIMERO

I.- GENERALIDADES.

1) .- ANTECEDENTES.

En Europa durante el siglo XVIII, aparecid una enfer
medad muy contagiosa en el ganado que causd enormes pérdidas -
(24) : posteriormente en 1850 8¢ redohROvi poOr primera vez en -
animales una pleuresia y consolidacién pulmonar que como se ca
racterizaba por producir gran cantidad de exudado seroso en --
los pulmones y las cavidades pleurales, se denomind pleuropnheu
monfs.

Afiog mis tarde, se observo Que la inyeccién de una -
gota de este exudado serosoc en la piel de los animales sanos,-
causaba una lesiones edematosas que se difundian rapidamente,-
a pesar de no haberse bacterias en el exudado.

En 1889, pudo cultivarse el agente causal en madios-
enriquecidos con sangre completa y suero. Las colonias desarro
lladas eran muy pegquefias y dificiles de observar y los organis
mos$ que componfan las mismas, eran tan pequefias que podian pa
sar ficilmente a través de filtros, oscilaban entre diimentos-

de 125 a 150 mu y eran extremadamente pleomdrficos y dificiles

de tefiir.

Bn los afios siguientes, cierto nimero de microorga--




nismos con morfologia y propiedades de cultivo similares se --
aislaron de gallinas gue presentaban infeccidn en vias respira
torias otros, a partir de las mucosas del hombre y OLiUs B&s,-
a partir del suelo, aguas residuales y estiércol.

Estos microorganismos no s6lo se asocian con enferme
dades en el hombre y otras especies, sinc gue también se en---

cuantran en micosas normales.

A finales de la decada de 1930 y principius dé la

ia ds

1940, se descridid una forma clinica de enfermedad respirato--

ria, cspecislmente fraruante antre losa individuos que vivian -

en instituciones militares, prisiones y escuelas, que se carac

terizaba por fiebre, tos ( a menudo intensa ), cefalea, postra

cidn y que no respondia al tratamiento con sulfamidas o penici
lina.

Dingle y Finland (54), en 1942, fueron los primeros-

antores que propusieron el término de neumonia atipica prima-—-

ria para un grupo de neusmonias diferentes a la neumonia lobar-

causada por Streptoccus Yy que poseian unas caracte-

risticas clinicas y radioldgicas que lo apartaban de la neumo-

nia bacteriana habitual.
Después de muchos intentos para aclarar la enferme--
dad, Baton, Meiklejon y Van Herrick en 1944 (51), lograron a -

partir de un enfermo, el aislamiento de un agente filtrable, -




que podia mantenerse a través de pases en embriones de pollo -
sin causar lesiones demostrables ni neumonia, cuando se inocu-
laba intranasalmente en hamsters y ratas.

En 1953 se descubric la presencia de criocaglutininas
en el suerc de muchos de los enfermos con este tipo de neumo--
nia {19).

La poca virulencia para los animales y la leve capa-
cidad citopatogénica del agente, dificultaron la confirmacidn-
del hallazgo, pero en 1957 Liu lo visualizo por medio de la —
técnica de enticuerpos fluorescentes indirectos (51), practica
da al suero de enfermos convalecientes, utilizando como antige
no microorganismos cultivados en embriones de pollo.

Este hallazgo hizo posible el reconocimianto de la -
infeccién en los embricnes de pollo, gque condujo a su vez al -
desarrollo de métodos cuantitativos para el estudio del orga—
nismo y sus anticuerpos, incluyendo el de los anticuerpos neu-
tralizantes en el suero de los convalecientes.

En ocasiones, el agente que crece en los cultivos de
tejido como son los bronquios de embriones de pollo inoculados
puede identificarse tifiiéndolo por el método de Giemsa.

Ademis, se demostrd que la infeccidn respondia al --
tratamiento con tetraciclinas, tanto en el hombre como en los-

embriones de pollo y en las ratas: posteriormente en los anima




les lo hacia al tratamiento con sales de oro.

Estas observaciones eran incompatibles con la acepta
cién Ge una eticlogla viral de la enfermedad y fueron confirma
das en 1962 cuando Chanock y sus cols. (22} consiguieron culti
var sl agents oo un medio s5lido sin células, gue coantenia sue
ro de caballo y extracto de levadura, dejando ya definitivamen
te de considerarse como un virus y quedando encuadrado dentro—
de la categoria de los gérmenes PPLO (Plsuropneumonia Like Or-
ganism) .

Las diminutas colonias posefan una superficie granu-
lar semejante a una mora y se tefilan especificamente al unirse
con los anticuerpos conjugados con fluoresceina provenientes -
del suero de un enfermo convaleciente de neumonia atipica.

Con sueros adecuadamente absorbidos se demostrd gque-
los anticuerpos especificos que daban lugar a la tincién eran
diferentes de las cricaglutininas y de los anticuerpos que -—-

reaccionaban con el Streptococcus MG.

El organismo cultivado, dencminado M, poeumoniae, di

fiers antigénicamente de otras variedades de Nycoplasma huma--
nos conocidas: crecen mis lentamente que muchas de éstas y, a
diferencia de la mayor parte de las especies de Mycoplasma fer
mentan la glucosa; ademiis, se observd que producia una hemoli-
sina beta para los eritrocitos de cobayo, en contraste con la-

hemolisina de tipo alfa producida por otras especies humanas.




Esta propiedad establecid las bases para un método -
de identificacidn y recuento en placa de M. pneumoniae, por la
zona de hemdlisis que puede observarse ficilmente a simple vis
ta.

Al identificarse el agente, etioldgico, se ha avanza
do en el conocimiento de los mejores antibidticos para su tra-
tamiento y existe la posibilidad de desarrcllar una vacuna es-

pecifica contra M, pneumonije.

2) CLASIFICACION.

Desde el punto de vista de la clasificacidn microbig
1ogica de Mycoplasma, puede considerarse dentro de la clase de
los Mollicutes, generalmente requieren colesterol y proteinas-—
naturales para su desarrollo, pertenecen al Orden X Micoplassa
tales, con la familia Mycoplasmataceas y Acholeplasmataceae se
gin necesiten o no de colestercl para crecer.

La familia Mycoplasmataceae posee un sdlc género, My
coplasma, del cual actualmente se conocen 37 sspecies, algunas
de ellas se ha demostrado que tienen poder patdgeno para el --
hombre y otras son saprofitas.

Las 37 especies que se conocen del génerc Mycoplasma
son las siquientes:

1.- M mycoides d.- M. edwardij
1b.- M. mycoidas sub-capri 3.- K. cynos




4.- M, Bovirhinis
5.~ M, dispar
6-- M. ovipneumoniae

7.— M, sonjupctivae

8 - igepticum
9.- M, aplis
1P~ M, synoviae

14.- K. feliminutum

23.- M, poneumonise
24 - M. bovigenitalium
25. - M. agalactie

26,- M, alkalencens
27.- M. gallinarum
28- M, iners

29. - idis

36- M. fermentans

32- K, laidlawii

En $poca reciente se han estudiado intensaments es--

tos microorganismos.

De estos pequefios organismos miesbros del género My-

coplasma se conoce, que a daferencia de las bacterias, carecen

de paredes rigidas, y a diferencia de los virus, son capaces -



de reproducirse en medios sin células.

Las caracteristicas de las numercosas especies aisla--
das de animales y del hombre han sido revisadas en afios recien-
tes, Yy un resumen modificado de Hayflick sobre las mismas, es -
camo sigue (51):

- Tamafio pequefic (125 - 250 mu)

Capacidad para replicarse en un medio libre de células.

Carecer de pared celular rigida, pleomdrficas, con triple ca-

pa limitando la membrana (75 a 100 A®de ancho).

- Requerir de colestercl y proteina natiural para su crecimiento
(excepto M. laidlawii que es saprofito), con produccién de pe
quefias colonias (10 a 600 u) en agar, frecuentemente con un-
centro eﬂ:ebido y una superficie de crecimiento circundante.

- Haber inhibicidn de crec¢imiento por accién de anticuerpos es-

pecificos y sensibilidad a ciertos antibidticos.

- Carecer de informacion o derivacion detectable de cualguier -
bacteria.

PROPIEDADES BIOLOGICAS.

A) MORPOLOGIA Y TINCION.

Las caracteristicas mis sobresalientes de estos mi---
Croorganismos es su pleomorfismo. Probablemente haya pocos o --
ningiin microorganismo tan pleomdrfico como éste.

Una de las formas como se describen es la siguiente -
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(14):

Son cuerpos pequefios, esféricos, estructuras filamen
tosas que algunas vecea parecen ser fragmentaciones dentro de-
las unidades minimas reproductivas.

En preparaciones hechas por impresioén de colonias, -
se pueden ver grinulos de varios tamafios, filamentos, como se-
menciocné antes, que pueden ser ramificados y -contener proto---
plasma circular, astructuras discoides o en globo, formas de -
estrellas, en mazo o en anillo, y estructuras amsboides. Los -
filamentos son mis numerosos en los cultivos recientemente ais
lados y tienden a desaparecer en cultivos antiguos.

El pleomorfisso intenso se debe, en parie, & 1a £T2-
gilidad de los microorganissos o bien es consecuencia de la —-
forma de reproduccién diferente de la fisidn binaria: es decir
el desarrollo de cuerpos redondeados que se transforman en no-
dulares y los segmentos an células hijas.

Las estructuras viables varian ampliamente de tamafio
e incluyen elementos ultramicroscpicos gque son filtrables.

Se han descrito experimentos (27} con filtracion a -
través de membranas, en las cuales la concentracidn de microor
gani-ooenm—nliénurodnjodelosalosporpaloatr_a_
vés de upa membrana de aproximadamente G.8 micras. Esta propor
cién desminuye progresivamente con membranas de poros de tama-

8o decrecients, pero la retencin no fué completa hasta que se




empled la wembrana de 0.33 micras.

Basindose en estas observaciones, se estimd que el -
didmetro de los elementos viables mencares, era de 165 a 247 mi
limicras. Estimaciones semejantes varian algo para otras cepas
por ejemplo el agente de la pleurcpneumonia tiene de 125 a 175
milimicras.

Estudios de microscopia electrdnica revelan que es--
tan rodeados por una membrana limitante de 75 a 100 A®de espe-
sor, gque consta de dos placas densas separadas por una pelicu-
la de material de baja densidad, que es semejante en las micro
fotografias electrénicas, a las membranas citoplismicas de las
células animales.

En el interior de la célula pueden observarse riboso
mas y "filamentos nucleares” y en algunas cepas, también pue-
de comprobarse la existencia de material amorfo en la superfi-
cie externa de la membrana, que sugliere la existencia de una -
cipsula o pared rudimentaria (24).

La morfologia colonial de Mycoplasma se estudia con-
procedimientos especiales de preparacidn y tincién.

Sin embargo para muchos propdsitos, las colonias pue
den ser adecuadamente visualizadas sobre placas de agar sin re
currir a la tincion, con objetivo de bajo poder (x 30 x 100) e
iluminacidn oblicua ligera, como colonias aparentemsnte granu-

lares.
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La porcién baja del centroc de la colonia estid sumida
en el agar y alrededor del centro puede aparecer un halo de --
crecimianto sobre la superficie del agar dando la apariencia -
de un huevo frito, el halo puede aparecer liso, espumoso © gra
nular. M, pneumoniae y M. fermentans usualmente no tienen el -
halo en el aislamiento inicial. Este aspecto de huevo frito se
debe a que la zona central presenta crecimientc hacia la pro--
fundidad del agar; sin embargo, muchas colonias pierden la for
sa periférica clara de crecimiento superficial y presantan so-
lo el centro obacuro. Las colonias de la mayor parte de las ce
pas huminas cultivadas en condiciones aercbias en agar sangre,
estin rodeadas por zonas de hemGlisis alfa o beta. Cuando cre-
cen en madios ligquidos, producen poca turbidez.

o son demostrables colorsando con anilinicos suaves
pero se tifien mediante ciertos métodos policromicos, como en -
el Giemsa y el colorante para Rickettssias de Castafieda.

Las peliculas gruesas, preparadas de sedimsntos de -
cultivos centrifugados, son Gram negativas,

La caracteristica de algunas cepas de crecer en colo
nias pequefias, apareciendo como hojuelas pegadas a los lados -
del tubo tienen cierto valor diferencial. En todo caso, los -~
signos visibles de crecimiento son muy ligeros y casi todos —-
los inwestigadores de sstos microorganismos han necesitado te-

ner preparado un tubo de medio no inoculado para comparacion.-




|
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Generalmente las colonias scbre superficie de agar no son de--
mostrables hasta después de dos o tres dias de incubacién.

Se observan mis ficilmente en preparaciones colorea-

Ana An Rreavy Ca ~
=== LD agar =e

. corta un cuadrade de agar de una superficie -
sospechosa y se coloca en una laminilla. Se coloca un cubre-—-
objetos sobre el cual se ha secado una solucidn alcohdlica de-
azul de metileno y azur, llenando con parafina fundida el espa
cio entre la laminilla y el cubreocbjetos.

Si se incuban por tiempo muy prolongado los microor-
ganismos, en medios enriquecidos con altas concentraciones de-
suerc durante el aislamiento de Mycoplasma, estas incubaciones
prolongadas pueden dar lugar a la formacidn de artefactos de -
agar gue una persona sin experiencia puede confundir ficilmen-
te con colonias de Mycoplasma.

Estos artefactos constituidos por jabones de calcio-
v magnesio y formaciones cristalinas variadas, pueden servir -
como un nido para la forsmcidn rapida de pseudocolonias.

Posiblesente, las pseudocolonias que han sido obser-
vadas en agar suerc no sembrado son de naturaleza sesejante, -
los observadores experimentados las diferencian facilmente de—
las colonias verdaderas.

El uso de colorantes v de microscopios de alto poder,

son necesarios para determinar la existencia de colonias de My

coplassa presentes, ademiis de que ayuda a evitar confusiones -
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con las formaciones del agar.

Los microorganismos, formaciones pleomorfas Gram ne-
gativas, carecen de movilidad y no forman esporas y se pueden-—

observar en las preparaciones himsdas sobre fondo obacuro (74).

B) REQUERIMIERTOS WUTRICIOHALES.

Mycoplasma requiere para su crecimiento de medios --
ricos coastituidos por suero ¢ ligquido de ascitis en cantida-
des relativamente grandes.

Morton y colaboradores (14) han estudiado sus reque-
rimientos de desarrollo, especialmente en el primer aislamien-
to, han demostrado que estos microorganismos son cultivables -
con seaguridad en medios de caldo de corazdin d¢ res a pH 7.6 —
conteniendo Bacto peptona ogeptona bacterioldgica de Parke-Da-
vis y enrigquacidos con un factor tsrmoestable presents en el -
1liquido de ascitis y an el suero.

El msdio base mis utilizado consta de 10 g de pepto—
na, infusién preparada a partir de 500 g de corathbn de buey, -
5 g de cloruro sddico y 14 g de agar por litro. Cada litro de-
ests medio de base se suplementa habitualmente con 200 cm3 de-
suero de caballo y 100 cm’ de extracto de levadura al 25 %. El
pH final se ajusta entre 7.6 y 8.

La mayor parte de las especies de Mycoplasma requie-

ren esteroides y protsinas séricas para crecer. Como no se sa-




be que los estercides sean elementos esenciales para otras es-

pecies bacterianas, tiene gran interés este requerimiento por-
parte de Mycoplasma.

Las especies que parasitan al hombre contienen de 10-
a 20 % de lipidos totales, 50 a 65 % de los cuales son no sapo-
nificables: también han podido detectarse lipidos no saponifica
bles en especies saprofitas que pueden crecer en ausencia de es
teroide (p. ej. M, laidlawii). Se piensa que una funcién impor-
tante de las proteinas del suero, como factor de crecimiento, -
estid en relacidn con el metabolismc lipido, puesto que uno de -
los componentes del suero de caballo es una alfa 1 lipoproteina
que contiene colestercl esterificado y fosfolipido. Cuando se -
extraen los lipidos del suero de caballo, ni los lipidos ni la-
fraccién carente de ellos, pueden por si colos mantener el cre-
cimiento, siendo necesarias ambas fracciones. El factor de cre-
cimiento proteico probablemsente regula la captacién- de esteroi-
des necesarios para el crecimiento. El factor de crecimiento es
pecial, existente en el extracto de levadura, raquerido por KE.-

pneumciae y M. orale, es un elemento dializable; sin esbargo mo ™

ha podido identificarse todavia.

Mientras que la mayor parte de las especies encontra
das en el hombre pueden cultivarse en condiciones aercbias, al

gunas crecen mejor en atmbsferas de nitrdgenc con 5 a 10 % de-




le

didxido de carbono. Muchas cepas de Mycoplasma pueden también-
crecer en la membrana coriocalantoidea del embridon de pollo y -
en los cultivos celulares. En los embricnes de 12 a 13 dias M.
pneumcniae produce infecciones inaparentes localizadas en la -
capa del epitelio bronguial. En los cultivos de células de ri-
fion de mono pueden observarse sus colonias tanto dentro como -
fuera de las células.

Como se muestra on la columna de 3 de la tabla ¥o. 1
algunas sspecies de Mycoplasma humanos requieren un sxtracto -
acuoso de levadura para su crecimiento optimo; estos incluyen-
las especies M. orale, M. pneumoniae y el género T.

El uso de un medio difisico {(caldo sobre agar) o bien
agitacion suave del caldo, frecusntemsnte mejoran el crecimien-
to.

La velocidad de crecimiento de Mycoplassa varia con-
el género, las condiciones de incubacién y con la utilizacion-
de un medio adecuado como se describid anteriormente; M. pneu-
monias tiende a ser el de crecimiento sis lento de los Myco—-
plassa husanos, con colonias detectables por primera vez sobre
agar después de aproximadamente una sesana de aislamiento ini-
cial.

Las diferencias en las velocidades de crecimiento se
hacen menos pronunciadas a medida que los ganeros se adaptan a

las condiciones del laboratorio.
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C) COMPORTAMIENTO.

Varios Mycoplasma de distinto origen pueden crecer -
en presencia de azul de metilens y causar su reduccidn, pero -
este colorante es inhibidor del crecimiento de ciertas espe—--
cies. Entre los Mycoplasma humanos, M. pneumoniae es Unico en-
su capacidad para crecer en presencia de azul de retileno.

La adicién de azul de metileno a un medio contenien-
do glucosa v rojo de fanol, 2l comc sl medic defdsico Gescri-
to por Grayson et. al. (51), produce un medio selectivo para -
la deteccion de M. pneumoniae en especimenes que provienen da

humsanos .

El crecimiento se ve indicadc por un cambio de color

de morade a amarillo.
Otras dos reacciones gque distinguen a M. pnsumoniae-
de otros Mycoplasma humanos son:
l.- Su capacidad parxra reducir 2,3,5, cloro trifeniltetrazolio,
mientras se incuba aerdbicamente.
2.- La produccion de una beta hemdlisis en las células rojas -
del cerdo de Guinea o de la oveja.
Varios Mycoplassa humanos pueden reducir el tetrazo-
lio durante la incubacidn anaerdbica, y por tanto, la incuba—
cion aerdbica es importante si esta reaccidn es utilizada como

una caracteristica diferencial para M. poeumoniae.
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. M, }aidlawii tipo B, que es un saprofito comln del sue-
lo y de los deshechos, también puede reducir aerSbicamente el te-
trazolio haciendo esta prueba no especifica, peroc este es un Mycg
plasma que nc se encuentra ordinariamente en el tracto respirato-
rio humano.

La bata hemSlisis ocurre en un perfodo de 24-48 hrs. —
alrededor de las colonias de M, pneumopniae desarrolladas sobre --
agar y que han sido cubiertos con una pequefia capa de sangre de -
cuyo o de owia.

Una hemSlisis tipo alfa mfs lanta, se efactia con otros

Nycoplassa haomanos cuandc se utilizan cflulas rcjas de humano, de

caballo o de copejo.

La hamolisine de N, ppeumoniss, parece ser um paroxido-
y requiere un extracto de levadura y una incubaciSn aerSbica para
su demostracidn.

Otros dos fendmenos que ocurrem con M,

son la hamadsorciSa y 1a hamaglutinacifén acumulativa, sugieren -—-
mawmmwmmaamMm;\um—
nfs de 1a liberacién ds una hemolisina.

La hemSiisis tipo beta también puede ocurrir alrededor-
de NMycoplasma da otras fuentes como M, laidlawij tipo B, y otros-
gue coctaminan cultivos de tejidos; por lo tanto, ¢l conocimiento
de la fuents y la historfa de un Mycoplassa dado, es importante—
en la interpretacién de la prueba.
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La prueba se realiza con base en la caracteristica -
Onica de M. pneumoniae,de prodt.lcir lisis completas de ciertos~
globulos rojos de mamiferos de acuerdo a lo siguiente:

§Si las placas que contienen estas colonias se cubren
coh una suspensidn al 3 % de dichos gldbulos, se cbserva que -
se producen zonas de hemdlisis beta.

Es todavia mis notable el fenomeno de hemadsorcién,-
que presenta también M. pneumoniae:

Un cultivo que presente colonias de este tipo, se cu
bre con una suspension de glébulos rojos humanos del grupo 0 -
al 0.5 % en solucidn salina (pueden emplearse otros gldSbulos -
de mamiferos), se espera treinta minutos, luago se quita la --
suspension de gldbulos con solucidn salina y se observan las -
coloniag al microscopio: se ve que se encuentra una capa de --
glébulos rojos alrededor de éstas, por hemadsorcidn directa.

Para el aislamiento primario de estos microorganis-—
mOs se requieren indculos bastante abundantes, 0.1 a 0.2 ml. -
de tajido infectado desmenuzado, cantidades semejantes se re--
quieren para la resiembra en caldo y para cultivos en agar se—
corta una pequefia seccion del medioc y se deja caer en medios -

liguidos o se estria en otra placa.

Un hecho curioso es que su aislamiento primaric, se-

logra mis ficilmente que su conservacion.
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D) REPRODUCCION.

Lz ausencia de parced rigida se asocia a unh tipo de -
reproduccidn muy diferente de las bacterias tipicas, en las que
la divisidén empieza con la formacidn de un tabique bien defini-
do .

Aunque el mecanismo de divisidn en Mycoplasma no se -
ha establecido de modo univoco, las observaciones microscopicas
sugieren que el ciclo de cambios morfoldgicos se sucede como se
sefiala en la ilustracioén.

El tamafio de las unidades reproductivas menores es di
ficil medirse a causa de su plasticidad, peroc algunas de ellas-
son capaces de atravesar filtros, como se vid anteriormente, de
125 mu.

Se piensa que estas pequefias unidades se forman a par
tir de células mucho mayores, de las que posteriormente se sepa -
ra.

De esta forma parece perpetuarse el ciclo. La gran --
plasticidad de las grandes células, permite adquirir, de un mo-
do especial en medios liguidos., formas sorprendentes, tales co-
mO las que se observan en la ilustracion de la replicacion.

Como la formacion de septos es regulada, al parecer -
por los mesosomas, se ha.sugeri.do que la ausencia de éstos en -

los Mycoplasma, es la causa de su ciclo reproductivo particular.




Diagramas de 1q replicacidén de los Nycoplassa en me—

dios 1fquidos ( izquierda ) y sélidos ( derecha ),

1) unidag reproductiva minima; 2) célula aicoplédmmica~
plecmorfica;3) conceniraciones de oitoplasma opaco en-
los mirgenes de 1as células; 4) aparicifn de los grénu=-
los reproductores eg el interior de las células; 5) nue-
¥a generacién de céIulas que emerge de loa grdnulos.

( De 2, Klieneberger-Kobel. PPLO Eycoplasmataceae. Aca -
dc‘ie Press New York, 1962).
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CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DE LAS RSPECIES DR EYCOPLASMAS.

(24)
TABLA #1 |ANAR AR | NECESI |r'omm PERMEN' HEMOLI | HEM | REDUCCIO
[ROBI} RO | DAD DE DE La | TACION I SIS DE AD AEROBICA
CO | BI | EXTRAC! INDICR | COLO-- | DR La i 10S BRI | SOR | DEL TR
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Baspecie

PH optimo pars
el Crecimiento

Crecimiento Azul
de lLetileno {0.02%

R AL L L

-
ety

Hemolisis de Célu-
las Rojas Sanguf-

- ool [P
] aﬂ C'G&HU e

Agar ) I Guinea
—— — ﬁ
M. Permentans 7.0-8.0 0 !- Alfa
M. hominis 6.0-7.0 0 Afa
tipo X
M. orale 6.0-7.0 0 Alfa
tipo I y 2
¥. pneumonise 7.0-8.0 + pefa
24-48 Hrs.

M. saliva 5.5-6.5 0 Alfa

Tium
Genero "I" 5.5-6.5 ? ?
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E) RESISTENCIA A AGENTES AMBIENTALES.

El pH Optimo para el crecimiento de los distintos --
Mycoplasma de origen humano se indica en la tabla No. 1 anexa.

En algunos casos, estos microorganismos toleran una-
. variacién de pH relativamente amplia, pero otros mueren en pH-
de 7.0 o menos, y requieren pH de 7.8 a 8.0 para crecer. Las -
variedades saprofitas pueden crecer a 22°C, con temperatura op
tima de 30°C. pero las parasitarias raguieren 37°C.

El crecizmientoc de algunos géneros no fermantadores -~
se acompafia de un incrementc en la alcalirnidad, ya sea debido-
a la utilizacion de aminodcidos que liberan amoniaco, o en el-
caso del género T 2 través de la descomposicion de la urea. Un
medio ligeramente icido favorece el crecimiento de los géneros
no fermentadores.

La resistencia al calor de algunas cepas es semsjan-
te a la de la mayor parte de las bacterias; otras parecen mis-
susceptibles y mueren a 45°C en 15 min. Los cultivos se conser
van mejor a temperatura de incubadora en medios sin azdcar; --
cuando se sella con petrolato, el microorganisso puede conser-

varse viable durante un mes o mis.

F) RELACION A FORMAS L.
En las placas de cultivo pueden crecer colonias simi

lares a las de Mycoplasma, que corresponden a otros tipos dife
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rentes de bacterias, entre las que se incluyen enterchacterias
cocos pidgenos, bacilos Gram positivos, bacteroides y estreptgo
bacilos. Su formacién se debe a la existencia en el medio de -
altas concentraciones de sales y de diverscs agentes toxicos -
como la penicilina.

Los organismos existentes en tales colonias, que son
pleomdrficos y se tifien débilmente con los colorantes, se han-
denominado Formas L, al ser aisladas en el ingtituto Lister de
Londres por Kiienerberger en 1915, a partir de cultivos de ---
Streptobacillus moniliformis; tras las resiembras, las Formas-
L continfian creciendo lentamente como organismos de pared defi

ciente.

Pueden considerarse como derivadas, mis que como con
taminantes de los cultivos bacterianos, debido a que la mayor-
parte de ellas podrd revertir a su forma bacteriana original.

También pueden demostrarse relaciones antigénicas de
las membranas celulares. Algunas capas son excepcionalments es
tables y no revierten a su forma original, siendo indistingui-
bles de los Mycoplasma, excepto por su origen y su especifici-
dad antigénica (24).

Como son variantes bacterianas que carecen de parte-
o ds todala pared celular, pueden ser llamados protoplastos o -

ssferoplastos dependiendo de la presencia o ausencia de restos

de pared celular y capacidad o incapacidad para revertir a su-
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forma original.

Como las Formas L han perdido su pared celular muco-
copéptida rigida, no se afectan por la penicilina, pudiendo --
por elio, cultivarse selectivamente an medics gque
te medicamento, pero cuando éste se elimina del medio, algunas
capas revierten inmediatamente a su estado bacterianoc habitual,
rientras que otras siguen creciendo como Formas L. A semejanza
de Mycoplasma saprofitos, las Pormas L no necesitan colesterol
para su crecimiento.

Relacion con la enfermedad:

Aunque las Formas L fueron cultivadas por primera --
vez por Klieneberger a partir de ratas infectadas por S. moni-
liformis, son habitualmente producto de manipulaciones de labo
ratorio, a partir de 1as cuales de bacterias me someten a creci--
miento en condiciones adversas. No se han obtenido cultivos de
Formas L a partir de los animales o d2 hombres afectados por -
enfermedades naturales en ausencia de bacterias que las origi-
nan y todas las Formas L de bacterias patdgenas inducidas arti
ficialmente, han demostrado carecer de accidn patdgema (74). -
Sin embargo, sigue presentando gran interés la posibilidad de-
que por 1o menos algunas Formas L son potencialmente patdgenas
en especial denado lugar a infecciones inaparente.

Esta patogenidad es debatida, (51) pero parece que-

estas Formas L puedsn servir como un mecanismo por el cual los

-
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crganismos persisten en el huésped y causan exacerbaciones de-
infeccicnes sintomaticas por revergion a la forma madre.

Las formas L de estreptococo eleboran muchos antige-
nos extracelulares, entre ellos la proteina M, a pesar de su -
incapacidad de formar una pared celular normal. Bn las infec--
cicnes de las vias urogenitales han podido cultivarse Formas L
derivadas de bacterias tales como coliformes, gonococos y dif-
terocides (96).

21 rascate inicial de las variantes bacterianas estd
encausado por el usoc de un medio enrigquecido conteniendo suero
Y teniendo un incremento de osmoclaridad y un aumernto en la con
centracion de magnesio, mis allid de lo usadc normalmente.

Por ejemplo, podria usarse un medio para Mycoplasma-
(tal como se describe) con 10 %X (en agar) & 20 % {en caldo) de

sacorosa y 0.25 % de MgSo,. 4H,0.

En casos continuos, el organismo variante usualmente

se revierte a la forma madre perc puede llegar a ser un estabi .

lizador variante delas Formas L.

La posible relacion de las Formas L estreptococicas-
con la patogénesis de la fiebre reumitica, esti siendo estudia
da en la actualidad {96).

La mayor parte de los Mycoplassa son mis pequefios —-
que las Pormas L, Y contienen menos DMA que el gque se encusn——

tra en el nicleo bacteriano normal.
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La caracteristica principal que direncia Formas L de
Mycoplasma, es la conocida derivacidn de las Formas L de un ox
ganiamo madre y/o la capacidad de las Formas L a revertirse al
organismo madre. Aunque hay otras diferencias entre Formas L ¥
Mycoplasxa, tales como morfologia y requerimientos de coleste-
rol {requerido por Mycoplasma, excepto por M. laidlawii y no -
por las Formas L).

Un organismo como las caracteristicas previamente —-
descritas es usualmente considerado como un Mycoplasma, si no-

es conocida otra forma de derivacion o si no hay capacidad de-

revertirse a una bacteria.

4) ARTIGENOS E TNMIMRIDAD,

Las especies ds Mycoplassma husanos ssfialadas en la -
tabla No. 3 pueden diferenciarse por sus antigenos de superfi-
cie. Los antigenocs especificos se detectan mejor por técnicas-
de inmunofluorescencia y de inhibicién de crecimiento.

En el mitodo de inmunofluorescencia, el suerc marca-
do con fluoresceina reacciona con cortos congelados del tejido
infectado o con colonias transferidas desde el agar a un porta
objetos. En gl mdtodo d8 inhibicidn del crecimiento, se sitidan
discos de papel inpregandos de suero en la superficie de pla--

cas de agar sesbradas uniformente con organismos, consideriandg
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se como punto limite de la reaccidn, la mayor dilucidén de suero
que inhibe el crecimiento alrededor del disco. La inhiticidn --
del crecimiento es consecuencia de la combinacidn del anticuer-
po con los sitios reactivos especificos de la superficie de la-
celula, sin que sea necesario complemento para que tenga lugar-
la reaccidn. Esta reaccién es de gran interés tedrico, porque -
el anticuerpo sdlo, no puede inhibir el crecimiento de las bac-
terias que poseen pared celular.

Mientras que los antigenos detectados por inmunofluo-
rescencia e inhibicidn del crecimiento son especificos de espe-
cie, han podido demostrarse otros antigenos menosres de membra-
nas, que presentan reacciones cruzadas entre ellos, por medio -
de técnicas mas sensibles de fijacidn del complemento (CF) y --
hemaglutinacidn indirecta (IHA).

(M. hominis tipo 2, es indiatinguible antigénicamente de M, ar-
thritidis, eapecie causante de artritis en las ratas).

Algunos de los antigenos detectados por fijacidén del-
complemento pueden extraerse con &ter o cloroformo por lo cual-
se supone gque se trata de lipidos. En el método de hemaglutina-
cién indirecta, se utilizan como antigenos, organismos fragmen-
tados con ayuda de ultrasonidc para semnsibilizar los eritroci--
tos de carnero crenados.

En ocasiones, se emplean también técnicas de agluti--

pacién y difusién en gel.
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INMUNIDAD .

Las infecciones causadas por M. pneumoniae conducen-

a la formacidon de tres tipos de anticuerpos como minimo: anti-
cuerpos frente a los antigenos de superficie del organismo, es
pecificos de especie ficilmente dectetables por métodos de in-
munofluorescencia; cricaglutininas y aglutininas para el Ep---
treptococo MG. Las pruebas de absorcidén cruzada muestran que -
estos tres tipos de anticuerpos son distintos.

Se ha demostrado que los anticuerpos especificos son
protectores por su efecto inhibidor del crecimiento in vitro -
Y por la inmunidad observada en los experimentos anteriormente
citados en voluntarios humanos: en general, se detecta en el -
suero de los enfermos durante la segunda o tercera sesana de -
la enfermedad, perc no se sabe durante cuanto tiempo persiste.
{(24) Su indice de frecuencia aumenta con la edad. Se han encon
tradc pocos de recidiva de neumcnia micoplismica. Las crioaglu
tininas y los anticuerpos frente al Estreptococo MG no apare--
cen en todos los casos de neumonia causada por M. pneumoniae.-
La respuesta de crioglutininas parece estar relacionada con la
gravedad de la enfermedad.

Con el organismo causa hemdlisis parcial en los eri-
trocitos humanos, asi como la caracteristica hemSlisis total -

en los eritrocitos de cobayo, se ha sefialado que la induccidm-
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TABLA # 2

RELACIONES ANTIGENICAS DB LAS ESPECIES DE MYCOPLASMAS DEL HOMBRR
DEMOSTRADA POR PRUEBAS DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA.

ANTISUERO

M, ferm'l. pneum;!

M.hominis| M.hominis|M. saliva- |[A oral

DR CONBJO tipo 2 tipo 2 riua tans niae

M, bhoainis| 1.280 20 160 160 < 20 < 20
tipo 1

K. hominis 40 2,560 160 «< 20 <20 < 20
tipo 2

M. saliva < 20 40 2.560 40 < 2 < 20
rium

M. orale 160 160 1.280 2.560 | £ 20 < 20

H. fermen | < 20 < 20 < 20 < 20 80 < 20
tans

<20 <20 80 £ 20 < 20 640
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de las crioaglutininas puede ser una reaccidn autocinmne conse

cutiva a la hemdlisis de los eritrocitos en el huésped.

El estimln

& anticuerpo: frente-
al Estreptococo no estd aclarado: estudios sobre la hibrida---

cién de DNA han excluido la posibilidad de que M. pneumoniae -
sea una Forma L de Estreptococo MG, pero es evidente que los -

dos crganismos tienen antigenos comunes.

5} ESPECIES ENCONTRADAS ElL HOMBRE Y SU ACCION PATOGENA.

Durante los dltimos afios ha aumentado mucho el inte-
res por Mycoplasma al desmostrarse la relacidn etioldgica en--
tre un tipo de estos agentes y la neumonia humana.

Algunas especies o capas no pueden diferenciarse hien
unas de otras, por este motive han sido definidas por su ba
&= ipmanoldgica.

En la tabla 1 se dan algunas de las principales ca--
racteristicas de las especies mis estudiadas del ganero Myco--
plasma encontradas en el hombre: M. pneumoniae, M. orale y M.~
salivarius, que se ailsan de las vias respiratorias y M. fer--
mentans y M. hominis tipo 2, que se aislan de las vias genito-
urinarias. M. hominis tipo 1, ha sido aislado tanto de estas-
regiones como del ano, sangre y ligquido pleural.

Como puede observarse en la tabla 1, M. pneumoniae-—-

se diferencia de las demis especies por la lentitud de su cre-




cimiento, su capacidad de yproducir una hemolisina beta para los
hematies de cobavo. su capacidad de hemadsorber eritrgccitos de-
diversas especies animales a sus colonias superficiales y su ca
pacidad de reducir el tetrazolio en condiciones anaerdbicas.

De las vias urogenitales del hombre, pueden aislarse-
0 tras especies de Mycoplasma, tales como las cepas T, de carac
teristicas poco conocidas, llamas asi porque dan lugar a peque-
fias colonias en los medios sdlidos. (15 a 20 p  de didmetro).

Los Mycoplasma patdgenos se comportan como pardsitos-
intracelulares, poseyendo predileccién por las células del Sis-
tega Nervioso Central y las mesenquimiticas que recubren las ca
vidades serosas (pleura, peritoneo, sinovial, etc..).

Lag especies patdgenas mas estudiadas en los animales
son las causantes de la pleuropneumonia bovina (M. mycoides), -

la agalactia de los carneros y las cabras (§. agalactie), la po

liartritis de las ratas (M. arthritidis) y una enfermedad neurgp

10gicas atdxica en los ratones (M. neurolyticum).

La pleuropneumcnia del ganado, frecuente ain en om --
chas partes del munco, fué erradicada de los Estados Unidos en-
los primeros afios de la década de 1980, y aparentemente no ha -
vaelto a manifestarse. La agalactia contagiosa de los carneros-

Yy ias cabras, es =miis frecuente en las regiones mediterrineas -
(14).
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La poliartritis de las ratas causadas por M. arthri-
tidis se caracteriza por lesiocnes pidgenas cronicas, en ocasio
nes dan lugar a la destruccioén de las superficies articulares.

M. Neurolyticum puede aislarse frecuentemente de la -
orofaringe de los ratones de laboratorio. Sabin Aempostrld mue -
dan lugar a la produccidn de una neurotoxina soluble, que cau-
sa una enfemedad en los ratones que se manifiesta por movimien
tos rotatorios del cuerpo. Se observd que otras especies aisla
das de ratones causaban artritis progresiva. También se han —
aislado Mycoplasma de perros enfermos (pero no hay pruebas que
Cesempefien un papel en la enfermedad). (45).

Se piensa que las infecciones latentas por Mycoplas-
ma son frecuentes entre animales.

Hasta hace poco no se habia demostrado la capacidad
patSgena de los Mycoplasma hacia el hombre, aungue se habia --
cultivado de:

1) Liguido articular en caso de fiebre reumitica aguda o de ar
tritis reumatoide.

2) Pacientes con enfermeda es urogenitales de etiologia no --
precisada (uretritis, cistitis, etc...):

3) articulaciones y de las lesiones genitales y oculares de pa
cientes afectados del sindrome de Reiter (uretritis no gong
coccica, conjuntivitis yartritis): no se habia establecido u

na relacidn cansal entre ellos y estas enfermedades, porque
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habian podido aislarse cepas similares, sino es que idénticas,
de las vias respiratorias y urogenitales de individuocs sanos, -
Y la respuesta de anticuerpos era irregular. Sin embargo, se -
ha establecido firmemente en la actualidad, tras una serie de-
estudios, la etiologia micoplasmica de una forma de neumonia a
tipica primaria, considerada durante mucho tiempo como viral.
A) Mycoplasma fermentans relacionado con linfocitos humanos.
M. Fermentans segin Gunnel (56) estimmld la sintesis-
de DNA en los linfocitos de la sangre en 20 sujetos sanos exa-
minados. S6lo uno de ellos tenian anticuerpos fijadores del --

complemento para M. fermentans.

También se estimularon para sintetizar DNA con M. ——
fermentans linfocitos de 21 a 22 adenoides examinados y de un-
bazo. El ‘organismo indujo la sintesis de DNA tanto en los lin-
focitos B como en los linfocitos T de las adenoides y del bazo:
Y en especial en los linfocitos T sanquineos.

M. fermentans demostrd haber activado los linfocitos
aderoides para que tuvieran una respuesta especifica de anti--
cuerpos, camprobable con un andlisis de placa hemolitica.

Se concluye que M. fermentans puede tenar un efecto-
mitogénico tanto en los linfocitos B como en los T.

Ya se ha dicho con anterioridad que M. pneumcnise, -

un importante patdgenc de las vias respiratorias del hombre, -
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puede inducir una secresidn de anticuerpos policlonados nc es
pecificos in vitro en linfocitos humanos. (58).

M. pneumoniae estimlé la sintesis de DA en las célu
las B del bazo de un ratdn, pero no en los linfocitos B huma—-
nos; no obstante estimular las células humanas T, no se ha pro
bado que aexistan antigenos compartidos entre M. fermsntans y M.
pueumoniae.

M. farmentans que nc se ha comprobado que sea patogé-
nico, se puede aislar del tracto urogenital en alrededor dal-
1X de los individuos sanos y ocasicnalmente se encuentra pre--
sente en las articulaciones artriticas. (76)

Los resultados de este estudio muestran que N, fer--
tiene un efecto mitogénico sobre los linfocitos huma--
nos, al estimular tanto a las caélulas B. como a las T de las -

sdencides y del bazo y, de preferencia, a las células T sangui

neas.
La respuesta a la estimulacién de linfocitos sanguf-
neos por M. fermentans y M. pneumoniae respectivamente, se exa

mind en 20 adultos sanos no ssleccionados. Los linfocitos de-
todos los 20 donadores respondieron a M. fermentans asf{ como -
también a M. penumoniae por una sintesis ausentada de .

Los sueros de 15 a 20 donadores examinados tuviercn-

anticuerpos fijadores de complemento contra M. iae
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sdlo uno, tuvo anticuerpos fijadores de complemento contra M.

fermentans. En 9 individuos la respuesta al estimulo para M.-

fermentans fue de la misma magnitud que la respuesta hacia M.

fermentans que a M. pneumoniae. (49)

Entre los donadores, la variacién en el grado de la
respuesta linfocitica a M. fermentans en parte, podria deberx
se a las diferencias técnicas en la prueba de estimulacidn.

Se han realizadc también prueba de estimmlacion con
linfocitos de adenoides de 22 nifios. Todas las adencides, sal
vo uha, mostraron una respuesta linfocitica a M. fermentans,-
mientras que sdlo ocho.de estas adenoides resondieron a M. --
pneumoniae. M. fementans estimuld tanto las preparaciones ce-

lulares B enriquecidas, como las T de todas las nueve adenoi-

. des examinadas. Aungque es posible que parte de la respuesta a

la estimulacién de algunas fracciones de células T adenoides,
se debid a las células B, yaque las preéparaciones adencides de
células T en ocasiones estaban purificadas en forma bastante-
incompletas, M. penumoniae estimuld células T en cuatro de --
9 adenvides y células B de dos adenoides.

Para este estudio se contd con células B y T dispo-

nibles de un bazo humano. (33) M. femsntans estimulo tanto a-

células B {cultivo de tres dias) como a las T del bazo, mien~

tras que M. pneumoniazs siln sstiwm]d a las células T.




El descubrimiento de que M. fementans estimulc la --

sintesis de DNA en los linfocitos sanguineos, adencides o del-
bazo de todos los individuos examinados, indica que el organis
moc es mitogénico para los linfocitos humanos.

La induccidn por M. pneumoniae a la proliferacion de

las células T humanas, se ha interpretado como una respuesta -

especifica antigénica. Tanto M. fermentans como M. posumoniae-

estimularon la sintesis de DNA en los linfocitos sanguineos de
todos los donadores examinados, pero s0lo un donador tuvo anti
cuerpos fijadores de complementc para M. fermentans mientras -
que la mayoria de los donadores tenfan anticueropas fijadores-
de complemento para M. pneumonias, sugiriendo gue en alguna --
ocasion anterior habian experimentado una infeccidn por M. —-
pasumoniae. (56)

Hasta ahora se han encontrado cuatro Rycoplasma meta
bolizadores de glucosa M. fermentans, M. pngumoniae, M, laidla
- wii y X, pulmonig que son mitogénicos para linfocitos de hom—-
bre, ratém o rata. La mitogenicidad podria ser una caracteris-
tica comin de muchos Mycoplasma. S5in embargo, los Mycoplasma -
metabolizadores de arginina inhiben la estimulacidén de linfoc
tos por depresion de la arginina. No se sabe si el potencial -
mitogénico de M. fermentans tiene alguna importancia in vivo.

Aangue es concebible que cuando se presenta M, fer--
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mentang en una articulacidn artritica, podria inducir una acti

vacién mitogénica de linfocitos de liquidos sinoviales.
Estudios preliminares han demostrado que M. fermen--

tans tiene la capacidad de estimular la sintesis de DNA en lin

focitos de liguidos sinoviales.




CAPITULO SEGUNDO

PRINCIPALES ENFERMEDADES.

l) Enfermedades en el hombre:

La enfermedad humana que se tiene mas claramente do-
cumentada comocausada por un Mycoplasma, es el sindrome conoci-
do como neumonia atipica primaria.

La enfermedad ocurre durante todo el afio pero parti-
cularmente en el otofio y en el principio del invierno, ataca -
principaimente a las personas de mediana edad en particular a-
aquellas gue se encuentran en instituciones. El periodo de in-
cubacion es de 1 a 3 semanas y es sequido por fiebre, dolor de
cabeza, fatiga, coriza y/o faringitis, tos paroxistica con una
incomodidad scbesternal dolorosa produciendo pequefia cantidad
de esputo mucosc que algunas veces contiene ligeras tinciones-
sanguineas en forma de hilillos.

Las radiografias normales revelan regiones pequefias-
de neumonitis diseminadas sobre la mitad inferior de uno o am
bos campos puimonares cerca del hilio.

Se encuentra una ligera neutrofilia o una cuenta nor
ma)l de células sanguineas blancas al igual que una diferencial

normal: un cultivo de esputo para bacterias no rinde algan pa-

togeno predominante.
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En algunas pacientes de neumonia atipica primaria en
la etapa convaleciente, aparecen cricaglutininas. En este sin-
drome distintivo, existen aglutininas en frio positivas en la-
neumonia atipica que ha sido mas claramente asociada con la in’
feccidn del agente Eaton ahora conocido como M. pneumoniae.

La enfermedad en su etapa aguda dura aproximadamente
una semana, pero la convalecencia puede prolongarse por varias

semanas; también M. pneumoniae puede estar presente en las se-

cresiones respiratorias por un perfiodo prolongado después de -
la etapa aguda de la enfermedad, independientemente de que el
paciente haya recibido la terapia apropiada.

Se ha probado gque el incremento en el titulo de aglu
tinas en f£ric, en Gnicamente la mitad de los pacientes con ney
minia atipica primaria, se debe a M. pneumoniae y existen tam-
bién elevaciones en el titulo que han sido ocasionalmente obser
vadas con otro tipo de infecciones y enfermedades.

La diferenciacidn entre el agente de neumonia Eaton y
el causado por adenovirus o por otros agentes, tales como los--
de la influenza, psitacosis, fiebre Q, etc... no puede ser rea-
lizada clinicamente con certeza y es dependiente de un diagnds-
tico de laboratorio. (20)

Se ha estimadc que s0lo una de treinta personas sus--

ceptibles, han llegado a infectarse con M. pneumoniae presentan




42

do neumonia (54).

Entre otros signos predominan infecciones respirato-
rias y bronquitis: pruebas de Coombs positivas y se describen-
también, altos grados de hemdlisis en pacientes infectados con
M. pneumoniae encontrandose ocasionalmente pacientes son fran-
ca anemia hemolitica, raramente meningitis, sindrome de Stevens
Johnson, ptiriasis rosada, eritema nodosum, pericarditis, en--

fermedades del Sistema Nervioso Central y Perifé:zi

M
B

Tc y una va-
riedad de otros Organos invelucrados que han sido reportados.
(35)

M. hominis tipo 1, un organismo encontrado en tracto
orofaringeo y tractc urogenital, es capaz de aparecer causando
faringitis exudativa con adenopatia cervical, aunque no esta -
probado que M. hominis tipo 1 puede causar uretritis y vagini-
tis; este organismos ha sido aislado de abscesos ovidricos y de
sangre de pacientes con sepsis puerperal y enfermedad febril -
despuées de cirugia ginecoldgica.

Un filtrado de Mycoplasma tipo T, puede causar ure—-
tritis venérea aungque todavia no esta probado.

H flitrado de Mycoplasma tipo T, como también de M. -

salivarium y M. orale tipc 1 y 2, pueden encontrarse en orofa-

ringe normal y M. fermentans puede ser encontrado en el tracto

nrocenital normal




Los Mycoplasma han sido tomados de liquidos sinovia-
les, rifidn y meédula de cada paciente y se han pasado a traveés-
de cultivos de tejidos, antes de obtener el aislamiento en un-
medio libre de células.

Desde que la presencia de Mycoplasma en cultivos de-
tejidos es un problema reconocido, el espectro de contamina---
cion puede ser un incremento en el aislamiento verdadero.

Algunos Mycoplasma que se encuentran causando infec-
ciones en cultivos de tejidos, pueden ser aisladas en agar, 8
lamente después de un cambio en las condicones de cultivos de-
tejidos 0 por el paso dentro de un cultivo de tejido de un ti-
po de células diferentes.

Una prueba de que Mycoplasma causa actualmente in---
fecciones en el hombre debe aguardar futuras evidencias. Muo---
chos de estos mismos problemas existen con Mycoplasma recupera
dos de pacientes con leucemia y tumores, tal como resumieron -
recientemente Leach y Butler (51).

Se han hecho muchos estudios sobre la patologia de--
M. pneumoniae en el hombre, mediante los cuvales se ha demostra
do que es el mas patdgenc, siendo ademiis bastante polifacético
en su accidn.

Aunque la acciim patoldgica de M. pneumoniae se cen-

tra principalmente en el aparato respiratorio, posteriocrmente-
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Se pueden sobrefiadir diversas complicaciones.

El mecanismo de accidn de M. pneumoniae no se ha --

aclarado del todo, pPero parece ser que tiene un alto boder de-

produccion de perdxido de hidrégeno y que éste actia como una-
hemolisina, siendo dnico ejemplo de ello, ya que las demis he-

molisinas conccidas producidas por nicroorganismos, son protei

nas. (64)

quc 4. pusumoniae parecia-

bloquear mediante un mecanismo no muy conocido, los receptores

Sobelavsqui (21) demnatra

de &cido neuraminico situados en las membranas de los hezatics
Y de las células del epitelio bronquio-traqueal.

La destruccidn del epitelio traqueobronquial facili-
taria el progreso de los microorganismos a través del aparato-
respiratorio y la gran lisis celular producida por el perdxido
de hidrégeno, podria ser la causga dltima de la lesién produci-
da en el parénquina pulmonar en el caso de la neumonia atipica
primaria. Recientemente parece ser que se han descrito algunos
virus pardsitos de los mismos Mycoplasma, lo cual ha sugerido-
la teoria de que este parasitismo, por si mismo, pudiera ser -
un factor de virulencia, aunque de momento dicha teoria no tie

ne BMAYyor consecuencia.

A) .- PADECIMIENTO DEL TRACTO RESPIRATORIO.
_—_—————= o oA 1U RESPIRATORIO

En las afecciones respiratorias pPor M. pneumoniae po



45

demos distinguir dos tipos basicos: las febriles Y las afebri-
les (faringitis, etc...), que aunque existen en proporcién va-
lorable, son deficiles de cuantificar estadisticamente.

Dentro de las afecciones febriles podemos distinquir

dos tipos:
~ afeccion respiratoria febril sin neumonitis.
- afeccidn respiratoria febril con neumonitis.

En el primer grupc encontramos las faringitis, tra--
queitis, y bronquitis, siendo M. pneuroniae responsable de &s-
tas en una proporcidén de 7 %.

En el segundo grupo entramos la neumonia atipica pri
maria como ia mis frecuente de las infecciones febriles causa-
das por M. pneumoniae {53).

La neumonia atipica primaria es una entidad clinica-
de la que se admiten diversas etiologias, siendo M. pneumoniae
el miximo responsable de ella, con estadisticas que oscilan en
tre 20 %X y 50 ¥ de los casos, los cuales dependen de diversos-
factores epidemioldgicos como son:

Edad = Se encuentra ms frecuentemente en los adoles
centes y en adultos jovenes, habiendo un pico d; mixima fre---
cuencia entre los diez y veinte afios, poco frecuentes en los -

mencres de 5 afios.

Contactos - Las epidemias de neumonias por M. ppeumo
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Diae se dan generalmente en comunidades cerradas, en que los -
contactos son muy repetidos, como en colegios, cuarteles, etc.
siendo el tiempo de incubacidn de dos a tres semanas.

Estacién - Existe un aumento de casos en otofic y —--
principio de invierno.

Clinica = La neumonia causada por M. pneumoniae tie-
ne un comienzo insidioso, como corresponde al cuadro clinico -
de una neumonfa ati{pica primaria, perc tiene una evolucidn mis
prolongada que las de origen viral. El sintoma mis prowminente-
es la tos, improductiva, aunque a veces se acompafia de expecto
racion mucoide. A estas se afiaden ademis cefaleas, malestar ge
neral, fiebre y escalosfrios. El dolor pleural es raro, aungue
pueden coexistir sintomas respiratorios altos en la mitad de -
los casos, causados por faringitis, rinitis o tragueocbronqui--
tis. (59)

En los que se refieren a la anatomia patoldlogica, -
en nada se diferencia la neumonia por M. pneumoniae del resto-
de las neumonias atipicas primarias: el proceso es fundamental
mente intersticial, con una reaccion aguda del tejido peribron
quial que se extiende desde los vasos sanquineos y linfiticos-
hasta los tabiques interlobulares. La reaccidn inflamatoria de
pende de la virulencia relativa del germen y de la cantidad de

ellos, variando desde el edema intenso y hemorridgico de los eg
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pacios parenquimatosos, con proliferacidén de polimorfonuclea--
res, proliferacidn de epitelio respiratorio de bronquiocs y ---
brongquiolos, e incluso alveolos y proliferacion de mononuclea-

res,

La neumonia por M. pneumoniae efecta generalmente a-
los 1obulos inferiores, limitandose a uno sdlo en el 50 % de -

los casos.

George y colaboradores (19) descubrieron el cuadro -
]

radiogidficou de ia neumonia atipica primaria como una condensa
cidén segmentaria.

No obstante, se pueden distinguir tres fases en la -
evolucidn de la enfermedad: una primera fase de reticulacidén -
fina segmentaria, correspondiente z ia fase de inflamacidn in-
tersticial aguda; una segqunda fase con imigenes nodulares, de-
condensacidn alveolar, y una tercera fase de resolucidn del —-
proceso, en la que vemos las imigenes reticulares. Son muy es-
casos los derrames pleurales por M. pneumoniae. Segin los mis-
mos autores el tiempo de resolucion medio es de 11 dias, con .-
desaparicitn completa de todos los sianos radioldgicos a los -
veinticinco dias.

. Enfermedades humanas en las que se ha sugerido qué -

especies de Mycoplasma pueden desempefiar un papel etioldgico.
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Enfermedades

Especies
Faringitis M. hominis
Septicemia M. hominis
Peritonitis M. hominis
Bartheolinitis M. hominis
Infecciones oculares M. hominis
Abscesos ovaricos M. hominis
Salpingitis M. hominis
Uretritis no gonococica M. hominis
T- lasma

Aborto séptico M. hominis

T-mycoplasma
Sepsis puerperal M. hominis

T-mycoplasma

Enf. peridental M. salivarium

Leucemia varios
Artritis reumatoide varios
Enfermedades autoinmunes varios
Sindrome de Reiter varios
Enfermedades de la coligena no identificados
Lupus eritematoso no identificados

B) OTROS PADECIMIENTOS.

Las especies de Mycoplasma se encuentran asociados -




con otras diversas enfermedades del hombre, especialmente ure-

tritis no gonocSccica en las cuales se ha descubierto repetida
mente el tipo M. hominis en gran nimeroc. Se han descubierto va
rias especies en relacidén a la faringitis exudativa y la amig-
dalitis; el primer proceso se ha producido en voluntarios huma
nos con M. hominis tipo 1. Dada la existencia en ratas y rato-
nes de artritis producidas por Mycoplasma, se ha pensado en --
una asociacion con la artritis del hombre, pero estos microor-
ganismos 8010 se han descubierto ocasionalmente en liguido si-
novial artritico y el proceso no es superado como existe en --
los roedores.

El poder patdogeno de Mycoplasma aparte de M. pnsumo—
hiae para el hombre, todavia no es seguro, aunque las asocia--
ciones cbservadas son muy sospechosas. (20)

Faringitis exudativa.

Se inoculd a 50 voluntarios varones intranasalmente-
con la cepa DC-63 de Mycoplasma hominis tipo 1 (una variedad -
aislada oralmente), y se demostrd en 40 de ellos que la enfer-
medad tenia su causa en este germen.

Se encontrd también un aumento de cuatro veces o mis
el nivel de la hemaglutinina indirecta en 38 do estos sujetos.

Se desarrolld una faringitis febril en 25 sujetos, -

gue fué de carficter exudativo en 21 y no exudativo en 4.

Aproxisadanente la mitad de los que tenfan afec--
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cion faringea aparecid adenopatia cervical y una cuarta parte-
se quejd de aspereza de garganta. Es significativamente mas --
frecuente la faringitis exudativz en los que no tenian anti---
cuerpos previos a la inoculacidn; estos hallazgos sugieren que
M. hominis tipo 1 es capaz de causar faringitis exudativa en -
condiciones experimentales. (78)

Uretritis no Gonocodccica.

1ino aha grandas SIupss de EnieimEdad-
humana: 1) bacteriana, debida a Proteus, Haemophilus, Neisss--
ria, Stanhvlscoocus, Streptococcus y otras bacterias: 2) por -
flagelados como Trichomonas vaginalis, y 3) no bacteriana, cau
sada por gérmenes no facilmente reconocibles en preparaciones-
o aislados en un cultivo.

Hasta ahora no es posible establecer ningin microor-
ganismo como agente causal de la uretritis no gonocdccica en -
el varon. (37)

En 1937 se aislaron Mycoplasma de los genitales, con
una sola excepcion, todas se referfan a una colonia tipica, ~--
grande de Mycoplasma. Sin embargo, se encontraron también en -
individuos normales y se pensd que sdlo en determinadas cir—--
cunstancias no conocidas podian producir la enfermedad y que -

de modo habitual serian saprofitos.

En 1956 se descubri§ un miemiiro del grupo Mycoplasma




51

como cepa T { de "tiny" diminuto en inglés) por el pequefio ta-
mafio de las colonias y morfologia caracteristica. (23)

Actualmente se responsabiliza a Mycoplasma de esta -
enferpedad.

Los primeros sintomas de la uretritis no gonocdccica
son; la aparicion de una secresidn uretral mucopurulenta que -
se acompafia de disuria, tenesmo y escosor local,

Casi sin excepcidén se asocia el dato de contacto se-
xmal previo, posteriormente se producen spisodios intermiten--
tes de uretritias, haciendose crdnica la enfermedad y adectando
probavlerente la glandula prostitica.

El diagnostico de laboratorio de la cepa T se hace -
por eximen directo de las extensiones tefiidas y por el cultivo
de secresion uretral. El eximen directc de las extensiones re-
vela pequafios cuerpos intracitoplismicos de aspecto cocobaci--
lar y finas estructuras filamentosas: parece que, en el curso~-
de la infecciin, estos filamentos aparecen en el citoplassa --
del epitelio uretral, al progresar la enfermedad se encuentran
también extracelularmente.

Para aislar primariamente al Mycoplassa en cultivo,-
se inoculan directamente las placas de agar suero con material
obtenido por raspado urstral directo. (85)

La cepa T se pueds diferenciar del Mycoplasma geni--
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tal humano corriente, observando sus caracteristicas biogquimi-~
cas o empleando pruebas especificas para la diferenciacidn.

Las cepas T se inhiben en cultivo afiadiendo al medio
acetato de talio al 1/500, también se inhiben cuando se afiade-
al wedic eritromicina.

Cuando desarrolla Mycoplasma en las colonias grandes
lo hace aln en presencia de estos farmacos.

Dentro de la esfera genitourinaria se ha querido im-
Plicar el género Mycoplaswa en diversos patologias como son: -
enfermedades inflamatorias de dicho aparato, sepsis, abortos -
up'ticc:l, esterilidad etc... .

Los recién nacidos posiblements adquieren Mycoplasma
durante su paso por el canal del parto. No cbstante, mientras-
los recién nacidos varones apenas poseen Kycoplasma en el trac
to genital, aproximadamente un tercio de los recién nacidos de
sexo femenino estin colonizados por Mycoplassa T y M. hominis.

La proporcion de colonizacién decrece con la edad, -
hasta aproximadamente el primer afio de vida, en que practica--
mente es nula. En la pubertad, es raro encontrar a los hombres
colonizados por Mycoplasma, pero en edades posteriores ia fre-
cuencia aumenta con la actividad sexual. Bn cuanto z la mjer,
después de la pubertad parece ser que la colonizacidn tiene lu

gazr por contacto sexual, ya que en mujeres adultas sin histo--
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ria de contacte sexual hay muy poca colonizacién, mientras que
en mujeres que han tenido relaciones sexuales con un solo hom-
bre hay un 37 % de colonizacidn y las que han tenido relacios-
nes con mias de un hombre existe un 75 % de colonizacidn; exis-
tiéndo una mayor frecuencia de Mycoplasma T. Parece ser que la
frecuencia aumenta con las clases sociales inferiores, no esta
clara la relacidn con el embarazo y se ha observado que la fre
cuencia decrece en las postmenopausicas. (60)

Enfermedades inflamatorias de la pelvis:

Existe cierta evidencia de que M. hominis puede ser-
responsable de cierto nimero de enfermedades inflamatorias de-
la pelvis, en unos casos por el aislamiento y cultivo del géne
Yo y en otros por la demostracion seroldgica de infeccidn.

Las estadisticas mds significativas son las de Mardh
y Bestrom (86), que efectuaron cultivos en 52 pacientes en -—
quienes se diagnosticd salpingitis por laparoscopia, de aspira
dos de los orificios abdominales o de punciones de las trompas.
Ademas, se efectud un control de 50 pacientes con inflamacio--
nes genitales bajas y de 50 mujeres sanas. Mycoplasma hominis
fue aislado en cuatro ocasiones de las trompas de Falopio de-
las mujeres con salpingitis y Mycoplasga T en dos ocasiones.

En contraste, en los dos grupos control no se aisld

Mycoplasma de las trompas en ningin caso.
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Estos datos nos pueden sugerir la patogenicidad de -
M. hominis en las enfermedades inflamatorias de la pelvis, ---
mientras gque los Mycoplasma T, quiza menos estudiados, aungue-
fueron aislados en dos casos y uno de estos demostrd elevacidn
cuadruple del titulo de anticuerpos, no poseen tanta evidencia
de patogenicidad. (86)

Aborto séptico.

En los dltimos afios ha crecido el interés por acla--
rar el significado de los aislamientos repetidoa de M. hominis
hechos a partir de placentas, iiquido amnidtico y tejidos feta
les.

Jones {63), en uno de sus trabajos sobre el tema, --
aisld M. hominis en cultivo puro de los pulmones y en un higa-
do de un total de cinco entre 62 fetos abortados, coexistiendo
ademis reaccidn inflamatoria. El hecho de que sdlo se hubiera-
aislado Mycoplasma de los pulmones, excepto en un caso, aboga-
porque la colonizacidén provenga del ligquido amnidtico en vez -
de que sea por via hemitica. Asimismo halld en otros estudios,
que 3 de 36 mujeres expsrimentaron una significativa elevacidon
del titulo de anticuerpos ante M. hominis despueés del aborto,-
existiendo estados febriles en todas ellas en el momento del -

aborto. (63)

En estudios realizados por Harwick y Cols. (20) apar
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te de haber aislado M. hominis por amniocentesis de cuatro ---
embarazadas que se hallaban febriles, aislaron dicho germen de
la sangre del 7.8 % de 51 mujeres que tuvieron abortos febri--
les, mientras gque nunca fué aislado de la sangre de 53 mijeres
con abortos afebriles ni de 102 embarazadas normales, destacan
do que en la mitad delas mujeres con abortos febriles hubo una
elevacidn significativa del titulo de anticuerpos ante una o -
mis cepas de M. hominis, aunque en las mujeres que tuviercn --
abortos apiréticos aproximadamente un 25 % de elevaciones de -
anticuerpos.

Los datos expuestos hasta ahora, junto con el nismo-
{ndice de curacidén para las mujeres con abortos febriles con -
o sin antibioticoterapia con tetraciclinas, deja todavia la --

incdgnita del papel etioldgico de M, hominis en el aborto ---

séptico, apyngue parece existir una cierta relacidén. Bl papel -
de Mycoplasma T se halla ain menos claro, aunque existen algu-
nos trabajos, como los de Romano y cols: en gue Comunican su -
aislamiento a partir de pulmones de algunos fetos abortados. -
(63)
Infecciones puerperales.

Parece ser que el tracto genital puede servir de fo-
co a infecciones generalizadas en septicemias postparto o pos-

taborto séptico, con evidencia, en algunos casos. de respuasta
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seroldégica, siendo aislados M. hominis y T- Mycoplasma de hemo
cultivos de dtero y de liquido amnidtico.

La relacidn de la colonizacidn vaginal por Mycoplas-
wa con la fiebre postparto no estid perfectamente Clara. En un-~-
estudio, 5 de 13 mjeres con cultivo prenatal positivo, desa--
rrollaron un aumento cuidruple del titulo de anticuerpos y 6 -
de las 13 mujeres con cultivo prenatal positivo, desarrcllaron
un aumento cuadruple del titulo de anticuerpos y 6 de lasg 13 -
desarrollaron fiebre postparto.

En cambio, de 12 con cultivo prenatal negativo, sdlo
dos tuvieron un postpartc sin denotar aumento del titulo de an
ticuerpos.

Otros autores aislaron M. hominis en el cérvix (32%)
de 37 aujeres con postparto febril, mientras que sdlo lo aisla
ron en un 10 % de un grupo afebril de control, hayando respues
tas seroldogicas en pacientes febriles.

En contraposicién a lo dicho, surgen trabajos como -
los de McCormack que en un estudio de 388 infecciones puerpera
les, s0lo aisld M. hominis en dos de 27 mijeres con postparto-
febril mientras que también lo aisld en una mjer apirética de
un grupo control de 31. Las tres tuvieron respuesta seroldgica
apreciable, aunque se curaron espontineamente. Parece ser que- -

en los casos en que se ha podido encontrar postparto febril 1i
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gado a colonizacién micoplasmatica con serologfa positiva, hay
una mayor frecuencia de mujeres que habian tenido una ruptura-
precoz de las membranas amnidticas, Mycoplasma T han sido ais-
lados en 3 de 5 pacientes con postparto febril, pero sin res--
puesta seroldgica. (86)

Como un caso curioso se tiene el comunicado de Caspi
Yy cols. (63) de una mujer embarazada mediante inseminacidn ar-
tificial, guien durante el séptimo mes del embarazo desarrolld
una sapsis, que demostrs ser por Mycoplasma T, tras haberse rp
to la fuente. Después del parto, que fué normal, se aisld Myco
piasma T de ia sangre y del moco cervical de ia niha, asi como
también se encontrd que el eyaculado del donante, estaba libre
de Mycoplasma.

Mycoplasma & infertilidad.

Gnarpe y Priberg (20) creyeron demostrar en un estu-
dic, el papel etioldgico de Mycoplasma T en ciertos casos de -
esterilidad, al hallarlos en moco cervical y semen en un 85 %-
de 52 parejas estériles, en contra de una proporcidén del 26 %-
en parejas fértiles, afiadiendo a este hecho que 15 de las pare
jas estdriles se volvieron fecundas después del tratamiento du
rante 5 meses con doxiciclina. Desgraciadamente, estas cifras-
no ban podido ser ratificadas ya que otros autores han encon-—-
trado porcentajes mucho mis altos en parejas normales e inclu-

80 en gestantes. FNo obstante, en vista de la frecuencia con --
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que se aisla M. hominis y Mycoplasma T de las trompas inflama-
das, es posible gue estos pueden producir una esterilidad por-

secuelas inflamatorio-cicatrizales, tal como lo haria M. gono-

rrhoeae.

Artritis reumatoide y otras colagenosis.

A la vista del artrotropismo de muchos Mycoplasma de
origen animal y de la patologia por ellos producida, se ha in-
tentado demostrar su papel eticlogico en la artritis reumatci-
de en el hombre, aunque los resultados no han sido del todo sa
tisfactorios.

Chandler y cols. (62}, intentaron demostrar una etip
logia infecciosa de la artritis reumatoide mediante pruebas se
roldgicas ante 30 agentes diferentes. A pesar de la minuciosi-
dad de los métodos y sistemas estadisticos, no se pudo demos--
trar seroldgicamente ninguna relacién de la artritis reumatoi-
de con ningin agente infecciosc. En una revisidn reciente pu--
blicada por Morton (17) sobre el tema, se deja ver que algunos
Mycoplasma que se pudieron aislar de los liguidos sinoviales -
en diferentes series de investigaciones, la mayoria de las ve-
ces no se pudieron clasificar en especies, principalmente por-
la deficultad de mantenerlos en subcultivo.

Los trabajos que se han encontradc mas valorables son

los de Wagner y Jonson v Williams y cols. (5)

-

Los primeros estudios de Janson y Wagner, demostraron




Mycoplasma en el ligquido sinovial de 2 de 28 enfermos con ar--

tritis reumatoide, en estudiocs posteriores se encontraron nive
les de aislamiento muy superiores. Jonson y cols., lo aislaron
de 11 de 33 pacientes, afladiendo ademis que también pudieron -
ser aislados de do. pacientes con artritis reumatoide juvenil-
y de la médula &sea de 3 pacientes con LE sistémico. Todos los
micoorganismos aislados probaron ser seroldgicamente identicos
al Mycoplasma patdgeno de ias ratas, M. arthitidis.

Estos datos fueron corroborados en parte por Bona---
dorff y cols. (5) al estudiar, mediante microscopio electroni-
co, un Mycoplasma aislado de la médula Osea de un enfermo con-
LE sistémico. Comparando las imigenes obtenidas por microsco--
pio electronico del microorganismo problema, con las obtenidas
de uno ya identificado como M. arthritidis, resultaron ser se-
mejantes, excepto en algin detalle, como son la frecuencia de-
visualizacion y la facilidad de multiplicarse en medios no en-
rigquecidos.

Williams y cols. (76), por otra parte, en vista de -
que las pruebas estindar para la determinacidon de la presencia
de anticuerpos, como son hemaglutinacion indirecta, inhibicidn
del metabolismo, difusion en gel o fijacién del complemento, -
babian fracasado en la diferenciacidn de los enfermos con ar--
tritis reumatoide de los pacientes control introdujeron otra--

técnica que fué la prueba de migracidén leucocitaria mediante--
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antigeno de membranas de M. fermentans. En una primera comuni-
cacion dichos autores que ya habian aislado M. fermentans del-
39 % de enfermos, en contra del 8 % del grupo control sano, en
contraron gque habfa una inhibicidén de la migracidén leucocita—
ria en el 67 % de 43 enfermos afectados de artritis reumatoide
mientras que en pacientes ostecatriticos, y en el grupo sano -
de control, no existia positividad de dicha prueba, aportando-
la hipbtesis de que las inmunoglobulinas presentes en el 1f-—-
quido sinovial, estan firmemente unidas a la membrana micoplis
matica, pudiendo ser el estimule para la produccién del factor
reumatoide.

En um segunda comunicacién William y cols., en un es
tudio de 17 pacientes con artritis reumatoide, hallaron que la
prueba de inhibicidn de la migracidn leucocitaria erxa positivo
en 10 de dichos enfermos. Suprimiendo del grupo de enfermos --
los que ya estaban siguiendo tratamiento con sales de oro, en-
contraron que la proporcidn aumentaba, ya que la prueba resul-
t5 ser positiva en 9 de los 12 pacientes no tratados: es decir
la proporcion varid de un 59 % a un 75 %. Siempre teniendo co-
mo control un grupo de pacientes con ostecartritis y otro sano.

Esta observacidn, teniendo en cuenta que M. fermen——
tans es inhibido por las sales de oro in vitro, por una parte
apoya el posible papel etioldgico de dicho organismo y, por --

otra parte, afirma la efectividad del tratamiento con sales de
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oro. (76)

C) COMPLICACIONES,

Scn relativamente poco frecuentes las complicaciones
de las neumonias por M. pneumcniae. Algqunas de estas revisten-
su caracter propio, al ser posible que aparezcan solas, sin in
dicic de infeccidn respiratoria previa.

Las complicaciones se clasificah en la siguiente for
ma:

a) Complicaciones dentro de la esfera respiratoria.

b) Complicaciones extra-respiratorias.

A. Dentro de las complicaciones respiratorias de las
neumonias por M. pneumoniae podemos considerar lo siguiente:

1.- Recaida: Con cierta frecuencia (10%) cierto nimero de enfer
mos, después de tener un curso favorable durante 5-6 dias -
se ha c@rohado que vuelven a instaurar la fiebre y sinto-
mas respiratorios, pudiendo inclusc ser atacado un lébulo -
diferente al inicial.

2.- Sobreinfeccidn: lLas infecciones bacterianas secundarias --
son poco frecuentes, segiun Hers, (59) en una estadistica -
de 82 neumonias por Mycoplasma en personas previamente sa-
nas sdlo hubo sobreinfeccidon bacteriana en el 6 %X. Parece-
ser que hay mis facilidad de scbreinfeccidn en nifios, des-

tacando una estadistica del mismo autor, durante una epide
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mia, en la que se presentd una proporcidén del 68 % de sobre
infecciones bacterianas a partir de 40 neumonias en nifios -
H. influenzae y neumococo son los mas frecuernites causantes-
de scobreinfeccidn, principalmente en nifios, mientras que --

Staphylococcus aureus ocupa el segundo lugar, afectando mas

a los adultos. Se han descrito casos de dobles infecciones-
con virus conocidos, aportando Hers 11 casos en gue 4 eran-
influenza A, dos por influenza B v cinco por adenovirus. (59)
3.- Afectacidn pleural.- Es considerada como complicacidn por-
a0 formar parte generalmente del cuadro clinico tipico. No
obstante, en un estudio de 20 neumonias por M. pneumoniae-
se hallaron cuatro casos de derrame pleural.
B. Dentro de las complicaciones extra-respiratorias,
existen diversas posibilidades, segin el drgano u drganos afec

dos .

a).- Complicaciones auditivas. La meningitis es una complica--

cién relativamente frecuente de las infecciones por M. pneumo-
niae. Algunos autores la consideran dentro del contexto clini-
co de la enfermedad, mientras que otros la admiten sdlo como -
complicacion.

En cuanto a su frecuencia y caracteristica, existen-

estadisticas variables. En un trabajo de Rifkind y cols. (7) -

con 52 voluntariocs a los que se les inoculd M. pneumoniae y de




63

los cuales a 25 se les habia inyectado previamente anticuerpo-
de Eaton, se comprobd que entre los 27 individuos no inocula--
dos con anticuerpos hubo tres cascs de neumonias Y 11 de menin
gitis, coincidiendo ambas entidades en un sujeto. No cbstante,
todos los casos de meningitis fueron asociados a sintomatolo--
gia respiratoria alta, apareciendo en la mayoria de los casos-
después de ésta, ente los 5 y los 10 dias después de la inocu-
lacién y persistiendo algo mis que log sintomas respiratorios.

Por otra parte Scbelavski y cols. (43) actuando a la
inversa, examinando un grupo de 20 pacientes (nifss ¥y adoles--
centes) con diagnéstice clinico de otitis media, lograron ais-
lar M. pneumoniae en tres casos: dos de frotis faringeo y espu
to y uno mediante puncidn timpinica. S6lo dos presentaron ele-
vacion valorable del titulo de anticuerpo. Bers relata también
un caso de otitis no bacteriana dentro de una serie de 82 neu-
monias por M. pneumoniase, mientras que Grayston, de una serie-
de el;fer-oc (60) coun enfermedad respiratoria causada por Myco-
plasma encontrd en nueve de ellos meningitis. (20)

Hjordis M. Poy (59) aporta en uno de sus trabajos la
cifra del 23 X de afectaciones Sticas secundarias a infeccio--
nes por M. pneumoniae. Esta afectacidn Stica en la mayorfa de-
los casos sdlamente consistfa en una congestidn de la membrana
tispinica.

Como conclusion se puede decir que existe una verda-
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dera correlacidon entre las infecciones por M. pneumcniae y las

afecciones 6ticas, consistiendo éstas generalmente en otitis -
media, acompafiandose en menor proporcién de meningitis.

b} .- Complicaciones Neuroldgicas. En 1958, cuando las técnicas

de laboratorio no permitian el diagnéstico bacterioldgico de -

M. pneumoniae, Yesnick (86) describié 38 pacientes con neumo=-

nia atipica primaria en los gque se asociaban alteracicnes del-
SNC: meningitis, encefalitis, mielitis transversa, hemiplejia-
Y polirradiculoneuritis. Posteriormente, con los avances del -
diagnostico bacterloldgico y Serologico se ha demostrado que -
M. pneumoniae puede producir enfermedad neurcldgica, ya sea co
mo complicacion de una enfermedad respiratoria, o como patolo-
gia autdnoma.

Podemos decir que, en general, las complicaciones --
neurolégicas de las infecciones por Hf-ggeumoniae son mas fre-
cuentes en los menores de 20 afics {60%) con un predominio cla-
ro del sexo masculiinc por debajo de dicha edad (4:1).

Por término medioc existe un intervalo de 1 a 3 sema-
nas entre la instauracion de la patologia respiratoria previa,
si la hay y el inicioc de los sintomas neuroldgicos.

De acuerdo a la estadistica presentada por Lerer, de
50 pacientes 15 desarrollaron polineurorradiculopatia, con pa-

~- ~
radlisis flacida y arreflexia tendinosa. Un paciente sufrié -—-
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afectacion medular, con pardlisis motora segmentaria. En 7 en-
fermos fue hallada disfuncidon cerebelosa en forma de ataxia. -
En 36 enfermos fué hallada afectacidn cerebral en forma de en-
cefalitis focal, encefalitis difusa y hemiplejia.

Diez casos correspondian al cuadro clinico de menin-
gitis aséptica. En cuatro adultos se constaté como dnico signo
neurologico una psicosis tdxica.

En cuanto a los parametros del laboratorio, la pre--
sion del LCR se halld elevada; en un 36 % de los individuos en
quienes se practico investigacionesde las proteinas en ICR, ge-'
neralmente éstas se encontraban algo elevadas y existia una 1i
gera pleocitosis con predominic linfocitario. El prondstico es
peor en los pacientes menoxes de 14 afios y en los afectados de
encefalitis, radiculitis y mielitis, quedandc en muchos de ---
ellos lesiones radiculares.

En general, se acepta gue en los enfermos ingresados

en un centro hospitalarioc por neumonia debido a M, pneumoniae,

existe un riesgo aproximado de un 7 ¥ de complicaciones neurg-
logicas.

De todo lo que se ha expuesto anteriormente se puede
concluir que vale la pena practicar pruebas diagndsticas para-
M. poeumoniae en los casos de meningitis asépticas u otras neu

ropatias de origen o evolucién poco claras, Ya que parece demos
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trada la presentacidn de cuadros neuroldgicos en el curso de -
una afeccidn respiratoria previa.

El mecanismo de produccion de estos sindromes neuro-
16gicos estid poco aclarado, va que si bien parece séguro el --
diagnostico de una infeccién por M.pneumoniae en actividades -
{por la elevacion del titulo de anticuerpos), tan solo existe-
un caso descrito en que se consiguid aislar Mycoplasma del LCR.
Se han remitido diversas teorias, como podria ser la formacidn-
de una neurotoxina o quizd la mis probable por un mecanismo in-
sunoalérgico.

c).- Complicaciones cutineas. Son varias las complicaciones --

que se hallan relacionadas con las infecciones por M, pneumo- -

niae: urticaria, erupciones de tipo vesiculopustular y maculo~ -

papulosas, eritesa nudoso y eritema multiforme o sindrome de --
Stevens-Johnson. En algunos casos la relacion con M. pneumoniae
puede quedar emmarcada, como en los casos en que los pacientes-
han estado tomando medicamentos; podriamos incluir aqui las pér
puras trombocitopénicas, pero se han incluido en mejor forma --
dentro de las complicaciones hematoldgicas.

La mis caracteristica de las complicaciones cutineas-
es el sindrome de Stevens Johnson. El eritema multiforme fué -
descrito por primera ves por Hebra (15) para definir la apari--

cién de miculas, pipulas, vesiculas y ampollas de color rojo o-

violeta, distribuidas por lo general simétricamente, en la ma--
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yor parte de la superficie del organismo. En algunos casos de
los pacientes afectados por este sindrome, se ha pedido ais--
lar M. pneumoniae de la nasofaringe y del liquido ampollar.

Bianchine y sols., (86} en una estadistica de 130 -
enfermos con eritema multiforme, hallaron que 8510 en el 20 %
se podia afirmar que el eritema multiforme poseia un antece--
dente claro de enfermedad respiratoria, mientras que un 30 %~
estaba relaciocnado con la ingesta de medicamentos, quedando -
un 50% restante sin aclarar su relacién gon una u otra causa,
ya que poseian los dos antecedentes. Seria interesante desta
car a qué edad es la mayoar incidencia de las infecciones por
M. pneumoniae. En trece casos de eritema multiforme, pudie--
ron aislarlo de las ampollas de dos de ellos, los mas graves,
detectandose ademis una elevacion del titulo de anticuerpos -
en estos casos. En 11 de los pacientes regtantes de menor --
gravedad, pudieron aislar M. pneumoniae de la faringe de - -
tres de ellos, aunqué no se encontrd elevacidn del titulo de-
anticuerpos.

Por otra parte, Ludlam y cols, (69) describen un —-
aumento del titulo de anticuerpos para M. pneumoniae en cua--
tro de cinco casos consecutivos estudiados, afectados de eri-

tema multiforme. Todos ellos poseian antecedentes de enferme

dad respiratoria, puede afirmar, que M. pneumoniae pusde ser-




uro de los factores desencadenantes de un eritema multiforme o
del sindrome de Stevens-Johnson.

Comc una complicacién aparte, podemos afiadir un caso
descrito por Grayston ycols, en que una chica de 15 afios afec-

tada de neumonia por M. pneumoniae (demostrada por aislamiento),

desarrollc un eritema nodoso. (69)

d) .- Complicaciones digestivas.

Se ha escrito poco sobre las complicaciones digesti-

vas a partir de las infecciones por M. pneumoniac. Estas, al -

parecer, sdlo se limitan a la esfera pancreatica, produciendo-
pacreatitis aguda de mayor O menor intensidad.
March y Boursing son los Gnicos que han descrito pan

creatitis asociadas a neumcnias por M. pneumoniae. Se trata de

una serie de 6 pacientes recopilados durante 9 meses. Todos -~
ellos poseian antecedentes de neumonia por M. pneumoniae diag-
nosticada por elevacion en la tasa de fijacidn del complemento,
1a determinacion de anticuerpos inhibidores del metabolismo, -
t.ie la glucosa y por la tasa de criocaglutininas, ademias de los-
criterios clinicos radioldgicos. De los 6 pacientes, 4 desarro
llaron una pancreatitis aguda clinica y bioldgicamente, al ca-
bo de una o dos semanas del inicio de los sintomas respirato--
rios. Los niveles de amilasa en sangre y en orina permanecie-—-

ron elevados entre 3 y 18 semanas. Los otros dos desarrollaron
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una forma sub-clinica de pancreatitis, siendo detectada dnica-
mente por las pruebas bioldgicas. Se registro la muerte de uno
de los pacientes, debida a un coma hiperosmolar y trombocitope
nia. Dos de ellos desarrollaron deabetes mellitus, mientras --
que uno s6lo sufrid una hiperglicemia transitoria. No esta my
clara la fisiopatologia, por una parte, no puede ser debida al

efecto citotoxico directo de M. pneumoniae sobre el pancreas,-

aunque luego no exista colonizacion de él, ya gque el tejido ne
crotico es muy rico en lisolecitinas y lipasas, que tienen »--
efecto citolitico scbre M. pneumoniae. Otra teoria seria la --
causada por la.inflamacidn y/o edema de la ampolla de Water, -
lo cual produciria aumento de la presién intracanicular y pan-
creatitis subsigquiente.

¢} Complicaciones Hematologicas.

Aungue el 50 % de las neumonias por Mycoplasma pneu-
moniae cursan con elevaciones transitorias del titulo de crio-
aglutininas, s0lo en un pequefio porcentaje existe homdlisis --
intravascular considerable clinicamente.

Generalmente, la hemdlisis s36lo ocurre cuando la fie
bre es persistente, cuando hay enfriamiento de las extremida--
des o cuando los titulos de crioaglutininas son considerable--
mente altos. En relacion a la elevacion de dichos titulos, di-
TemosS que es Bis frecuente encontrar cifras altas en los meno-

res de 20 afios que en los que estin por encima de esa edad. —-
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Frecuentemente la hemblisis es de poca intensidad y se recupe-
ra facilmente. Se han descrito también fendmenos de trombosis-
venosa periferica en infecciones por M. pneumoniae, aunque son
muy poco frecuentes. Como en otras infecciones, se ha registra
do en ocasiones, descenso del niimero de plaquetas y de los fac
tores de la coagulacidn, aungue la incidencia es menor en las-
infecciones por M. pneumoniae. (35)

f) Complicaciones Articulares.

El primer indicio de estas manifestaciones fue des-~
crito por George y cols. (76) en una epidemia de infecciones -
por M. Pneumoniae en una base de U.S.A. en que un familiar de-
‘un soldado desarrolid una artritis aguda de rodilla con eleva-
cidén transitoria de crioaglutininas.

Posteriormente han sido descritos 3 casos por Lambert
que desarrollaron una.sintomalogia clinica compatible con reu-
matismo poliarticular agudo tras manifestaciones respiratorias
2 de ellos con neumonitis. El tiempo de instauracién oscila
tre unos dias a dos semanas después del comienzo de los sindro
mes respiratorios. SOlo un paciente desarrolld una artritis --
franca, mientras que los otros dos, s6lo experimentaban artral
gias y limitacion funcional de las articulaciones. En todas --
ellos se realizaron determinaciones del titulo de antiestrepto

lisinas que resultaron negativas, En cambio, la determinacidn-
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del titulo de criocaglutininas y de la tasa de fijacién del com
plemento para M. pneumoniae resultaron valorables en todos ---
ellos. (5)

Otro caso descrito por Weinstein y cols. (60) fue un
paciente gque ingresd con un diagndstico de presuncion de fie--
bre reumdtica o de artreitis reumatoide juvenil, diagnosticos-
fueron desechados por examenes de laboratorio, hallandose evi-
dencias de infeccién por M. pneumoniae. A este caso se afiade -
una revision de 7 casos descritos en la literatura britinica,-
de los siete, cinco eran adolescentes, todos poseian anteceden
tes respiratorios. Las articulaciones miis afectadas en orden Ge
incidencia fueron rodillas, tobillos, hombros y codos. (62)

5010 cuatro de los pacientes desarrollaron una artri
tis franca con signes inflamatorios o derrame sinovial, pade--
ciendo los otros tres, sdlo dolor articular. En todos se demos
trd una elevacion significativa del titulo de fijacion de com-
plemento para M. poeumoniae.

g) Otras Complicaciocoes.

En las infecciones por K. pneumonias se han descrito complica-
ciones cardiacas, como miocarditis y/o pericarditis. Algunas -
veces las pericarditis diagnosticadas clinicas o electrocardio
grificamente pueden ir asociadas a las pancreatitis agudas, se
cundarias a infecciones por M. pneumonias, aunque generalmente

van estrechamente ligadas a los sintomas respiraterios. En rea
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lidad es una complicacidn poco frecuente, Hers, en una serie -
de neumonias estudiadas (86) sd0lo hallo 3 casos de miocarditis
pericarditis, mientras que Grayston y cols. sdélo comunican una
perlcarditis an una g2 serie de casi 200 pacientes . (62)

Gerzen y cols. (43) en un estudio de 45 pacientes --
con miocarditis, hallaron evidencias de infeccidon por M. pneu-
moniae en dos de ellos. Generalmente cursa la forma asistomdti
ca y con buen prondstico, aunque Rosner y cols. (43) describie
ron una disociacidn atrioventricular completa.

56lo se conocen referencias de afeccidén renal en un-
caso descrite por Lebacc y cols. (20), en un nifio en el que --
también se encontro patclogla respiratoria y nerviosa. La pri-

mera consistia en una neumonia atipica primaria por M. pneumo-

nias diagnosticada seroldgicamente. la afectacidon renal, por -

su clinica y evolucion, fue catalogada de nefritis intexsti---
cial, siendodescartada cualquier otra causa (estreptococo, y -

otros virus etc...) (20).

D) EPIDEMIOLOGIA.

Epidemias ocurridas por infecciocnes causadas por M. pneumoniae.

La neumonia debida a M. pneumoniae fué controlada por
un gran grupo de médicos importantes de Seattle, Washington, -

entre 1963 y 1975. La enfermedad fué diagndsticada por aisla—-

miento de M. pneumoniae y por aumentc significativos en la fi-




jacidn del complemento. Las infecciones fueron endémicas sin -
significado de fluctuaciones estacionales.

Las infecciones con M. pneumoniae son endemicas en -
areas densamente pobladas, afectan principalmente a los nifios-
en edad escolar, pero también se presentan en sitios como cuar
teles militares y colegios poblados.

En el estudio total del periodo (Dic. 1 de 1963 a --
Feb. 28 de 1975). se registraron 15.141 casos de neumonia, se-
obtuvieron un total de 947 aislamientos de M. pneumoniae (15%)
de las gargantas de 6,197 pacientes con neumoniae. De suero ob
tenido de 4,052 pacientes con neumonia, 8 % habian aumentado -
en el titulo y aislamiento de M. pneumoniae y un 5 % habia au
mentado en el titulo de anticuerpos, pero el cultivo de la gar
ganta fué negativo. (52)

Ademas, el 8 % tepian un titulo mayor o igual a 1:32
sin aumento cuadruple, en patrones sugestivos de reciente in--
feccion.

La neumonia por M. pneumoniae, la mayoria de lag ve<

ces ha sido endémica, sélo se han reconocido dos epidemias de-
finidas.

La tasa aumento en 1970 y el segundo brote epidemico
claro no ocurrid sino hasta 1974.

La produccion de casos debida a M. pneumoniae alcan-
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z0 un 42 % en julio de 1966 Y 50 % en el inviernc de 1974.

La mds alta de las tasas de neumonia casusada por --
M. pneumoniae fué en nifios escolares, cuando la neumonia de ~--
otras etiologias no fue relativamente comin. Las tasas de to--
das las neumonias fueron mis altas en el género masculinc que-
en el femenino, en los muy jévenes Y en los muy viejos.

Mediante el estudio, se observéd que la tasa de neumg

nfas causadas por M. pneumoniae fueron mis altas para el géne
ro femenino que para el masculino en un grupo de 30 a 39 afios-
de edad. Este grupo de edad incluyd muchas madres de nifios es
colares. Los patrones de edades idénticos se observaron en am-
bas epidemias. Las tasas de neumonia debidas a M. pneumoniae -
fueron mis altas en nifios con edades entre 5y 9y la siguien-
te cantidad elevada fue en nifios de 10 a 14 afios.

Los padecimientos de aislamiento fueron mas eficaces
que los métodos seroldgicos en personas de 2 a 30 afios de edad
pero en nifios pequefios y adultoa viejos, cerca de la mitad de-
las infecciones fueron diagnosticadas solo por métodos serold
gicos.

La incidencia de neumonia por M. pneumoniae entre ni
fios de 2 a 4 afios de edad fue de doble que con los demis nifios

mengres.

En infantes menores de 6 meses de edad, la neumonia-
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por M. pneumoniae fue rara: sélo en uno se logrd aislar y en -
dos se presentaron aumentos seroldgicos.

La incidencia en la cantidad de infecciobnes por M. -
pneumoniae, bagicamente en nifios escolares sanos, fue demostra
da en muertes de sangre anuales. Las tasas de infeccién fueron
particularmente altas de 1966 a 1967.

La tasa de infeccion en la comunidad €ue 14 % en ni-
fios de 6 a 13 afios de edad en la epidemia de 1967, y la tasa -
de neumonia debida a M. pneumoniae, fue de cerca de 10 a 14 --
por 1000nifios entre 5 y 14 afios de edad en la epidemia de 1967.
(31}

Las tasas de infeccidn en parsonas de 10 a 21 afios <
edad (principalmente entre 13 a 19 afios de edad) fue reflejada
en dos muestras anuales: de mayo de 1973 a mayo de 1974, 35 %
y de mayo de 1974 a mayo de 1975 10 X.

Las tasas de infeccitn por edad y las muestras de --

miembros de familia anualmente desde 1972, dieron evidencia pa

ra tasas de infeccidn relativamente altas de un promedio del ~ -

6 % de 15 a 19 afios de edad, comparados con un 8 % de nifios de
5 a 9 afios de edad.

5610 en el verano, estas epidemias por M. pneumoniae

claramente aumentaron el total de las tasas de neumonias.

Las epidemias de larga duracion con intervalos de 4-
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a 11.5 afios han sido reportadas en Dinamarca en 1962 - 1963, -
1967-1969 y 1972 y en Inglaterra en 1970-1972 y 1974-1975.

Una periodicidad similar fue cbservada en la Universi-
dad de Wisconsin, con epidemias en 1954-1955, 1960-1961 y 1964
1965. (38)

Las epidemias fueron notificadas también en una po--
blacién pedridtrica en Carolina del Norte en 1964-1965 y 1963-
1970.

En la base de la fuerza aérea en Louisiana se presen
taron epidemias en 1960 y 1965, que no afactaron las ciudades-
y otras partes del continente Norteamericano al mismo tiempo.

Una cantidad significativa en los titulos de anti-—-
cuerpos y titulos altos sin aislamiento de M. pneumoniae se --
vid principalmente cuando las infecciones por M. pneumoniage --
fueron epidémicas.

Los cultivos de garganta falsos positivos son raros.
Los nifios quizd presentan cultivos positivos casi 6 semanas —-
después de la infeccidn:; sin embargo, los cultivos tomados a -
las 6 semanas de 2,354 nifios escolares en un periodo de 7 me--
ses en 1965, se aislaron solo en 3 de ellos.

Lo significativo del aislamiento y de las tasas de -
los titulos en nifios menores de 5 afios de edad, pueden ser -—

cuestionadas en base a la alta tasa de infecciones asintomati-
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cas observadas en nifios.

Dos familias estudiadas en Seattle mostraron tasas -~
familiares de infeccidn para todas las personas mencres de 15-
afios de edad; este dato sugiere la baja proporcion de infeccio

nes con direccién a ser neumonias, en nifios menores de 5 afios-

de edad.

La proporcidn de niflos infectados, entre 5 y 14 afios
demostrando neumonia fue mucho mas lata, aproximadamente 10 %.
Estudios previos en una poblacién de nifios escoiares, indicd -
que el 13 ¥ de estos estudios sugirieron que el 15 % al 18 % ~

PR E F ot D o -y i
presentaioh diaguostics ds neumenia sn el miemn arupo de edad.

La baja tasa de neumonia debida a M. pneumoniae en -

infantes menores de 6 meses de edad sugiere gque el anticuepo -
sirve como protector.

Ha sido realizada una hipotesis de que la infiltra--
cién pulmonar representa una respuesta inmune exagerada a la -
infeccidn secundaria después de la infeccidon primaria.

Esto quizd explique la alta tasa de neumonias causa-
das por M. pneuomiae en nifios de 5 a 9 afics de edad, pero por-
otra parte, posiblemente se adquirido inmunidad percial, que:ha
sido dirigida hacia la baja tasa de infeccidn por neumonia con
tra la alta tasa de infeccidn en nifios mayores.

Lag tasas de neumonia por M. pneumoniae entre 30 a 39
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afics de edad tanto en mujeres comc en hombre de la misma edad-

sugiere que la inmunidad parcial puede vencer en una. exposi---

cién intensiva.

2) PRINCIPALES ENPERMEDADES EN ANIMALES.

A) PLEURONEUMONIA BOVINA.

La primera de estas formas en ser aislada y estudia-
da fue el organismo causal de la pleuropneumonia en el ganado,
la enfermedad se encuentra diseminada en todo el mundo, excep-
to en la India, Buropa occidental y Estados Unidos, a este dl-
timo pais ha sido importada varias veces, pero finalmente erra
dica mediante el sacrificio de los animales infectados y desde
1892 no ha vuelto a presentarse..

La enfermedad natural en el ganado se caracteriza --
por extensa condensacidn y derrame subpleural en unc o ambos -
pulmones y el microorganismo se encuentra en abundantes canti~-
dades en el exndado seroso. Se disemina lentamente en los reba
fios y puede adptar una forma cronica debido a la encapsulacidn
de los focos de infeccidnm.

Ocasionalmente hay infeccidn articular en animales -
jovenes. La enfermedad natural no ha sido producida en el gana
do mediante inoculacion de exudado seroso, infeccioso o de cul
tivos, pero se produce un edema extenso y se disemina desde el

sitio de la inmoculacidn; ademis, se presenta reaccidén febril y
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algunas veces muerte. Al parecer el organismo carece de poder-

patdgeno para los animales de experimentacidn usuales y para -

‘el hombre; se ha comunicado que cultivos en sueros de caballo-

o cordero son infecciosos para éste y para las cabras, en tan-
to que los de medios de suero de bovino no lo son.

Agalactia contagiosa del cordero y de la cabra.

Esta enfermedad no obstante su nombre, es una infec-
cion generalizada que afecta tanto a los machos como a las hem
bras. Sz presenta s80lo en el sur de Europa y de Norafrica; la-
agalactia o mastitis de estos animales en Estados Unidos, es -

de otra etiologia.

La lesidn se presenta en las articulaciones, en los-
ojos y en las glandulas mamarias de la hembras.

El microorganisme se presenta temprénamente en la --
sangre, posteriormente puede aislarse de regiones afectadas y-
de las secreciones mamarias.

El segundo miembro del grupo en estudio, fué aislado
por Bridré y Donatien, en 1923, bioquimica y morfoldgicamente-
es muy semejante al organismo de la pleuropneumonia y a otros-
miembros del grupo, pero es deferente inmunoldgicamente y en -
su patogenicidad, que es caracteristica.

- La enfermedad se reproduce facilmente por inoculacidn

de corderos y cabras mediante cultivos.
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Variedad canina.

Los organismos que forman parte del grupo de la pleu
roneumonfa también se han encontrado en perros.

En 1934 Shoetensak (14) comunicd haber cultivado un-
organismoc de esta variedad a partir de secresidn nasal purulen
ta en perros con disterminas, que llamd Asterococcus canis. En
estudios posteriores se demostraron otros organismos, parece -
que existen dos variedades inmumolégicamente diferentes, que -
se llamaron variedad 1 y variedad 2, respectivamente. Sus rela
ciones etioldgicas postuladas con la distermia, no estin esta-

blecidas, generalmente es considerada como una enfermedad vi--

ral.

Variedades de la Rata."

Klieneberger-Nobel han aislado varios.microorganis--
Bos causantes de la pleuroneumonia de las vias respiratorias y
de otras partes, en ratas normales y enfermas. (14)

Otros han-aislado organismos semejantes, de ratas .-
con poliartritis y con extremidades inflamadas, llamados M. ar
thritidis, que se caracterizan por producir lesiones piogenas-
cronicas. Estos comprenden series L de cepas, ¢n las cuales se

designan con subindices. Ahora parece haber tres variedades di:

ferentes, bioldgica e inmunolSgicamente a saber, L, Ly y Lg.




La cepa Ly fué aislada de cobayos y estudiada insufi

cientemente antes de perderse el cultivo al iniciarse la gue--
rra.

La cepa descrita como Lg es inmanolégicamente idént;
ca a la variedad A del ratdén, la Lg ha sido insuficientemente-
estudiada, y la L, es idéntica a la Lg-

Ha merecido considerable interés la relacidn aparen-

te de L) con S. moniliformis.

Klieneberger-Nobel han podido aislar la forma L, de-

1
muchas cepas y reservas de cultivo de S, moniliformis, debien-

do subrayarse que este organismo es un parasito natural de la-
nasofaringe de ratas y ratpnes. Sostiene que L, Y el estrepto-
bacile coexisten en simbiosis, al haberse podido separar ambos
basindose en la deferente resistencia al calor y al envejeci—
miento, observando L) de la rata en ausencia de $. monilifor--
B|is, y han transportado cepas L; en muchos trasplantes sin ob-
servar su reaparicidan.

Estas formas L se relacionan eticlogicamente, en al-
gunos casos por lo menos, con infecciones cronicas relativamen
te benignas en ratas, en las cuales la afeccidn articular y la

poliartritis, no son manifestaciones poco frecuentes.

vVariedades en el Ratdn.

Sabin divide los organismos del tipo de la pleurop--
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neumonia encontrados en el ratdn, en cinco variedades, designa
das A, B, C, D y E. La variedad A se encuentra en el ratén nor
mal, a veces en el cerebro y frecuentemente en los ojos, mucosa
nasal y pulmones de portadores. La inoculaciodn intracerel;ral -
del ratdn produce ataxia caracterizada por giro o bamboleo del-
cuerpo.

Las lesiones cerebrales y los sintomas gque ocasionan,
se atribuyen a la accidn de una toxina soluble producida por -
¢l microorganismo.

Un organismo inmunoldgicamente ideéntico fué aislado
por Finflay y cols., de ratones afectados con "Enfermedad de -
bomboleo” y designado como Lg.

La variedad B también se ha encontrado en ratones --
normales y no sdlo es inmunoldgicamente diferente, sino que --
produce casi exclugivamente una artritis progresiva, cuando se
inocula por via parenteral al ratédn.

Las variedades C, D, y E son semejantes en su patoge
micidad, pero inmunoldgicamente son diferentes.

Variedades Saprofitas.

Los organismos del tipo de la pleuropneumonia posible
mente con existencia saprofita natural, han sido encontrados -
por Laidlaw y Elford '(66) en las aguas negras de Londres. Seme

jan mucho a las formas parasitarias, tanto por su morfologia -
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como por su forma de cultivo y caen dentro de los grupos inmuno
légicos designados como variedades A, B y C, ninguna fué patd--
gena para los animales de experimentacidén. En Alemania se han -
encontrado formas semejantes en el estiércol y en otras mate-—-
rias organicas en descomposicion.

Se encuentran asociadas con una variedad de enferme-—-
dades en los animales, varias especies de Mycoplasma, por ejem-
plo, la causa principal de la neumonia en los puercos es M. -—--
hvopneumoniae.

Betts (98) describid las caracteristicas clinicas de-
la enfermedad, y muchos investigadores posteriorsente han coin-
cidido con su descripcidn.

El examen microscopicc de los tejidos pulmonares remo
vidos de puercos infectados durante un largo periodo de tiempo,
reveld un material parecido al Mycoplasma cercano a los cilios-
de las células epiteliales de los bronquios., junto con un redu-
cido nimero de cilios.

Eo obstante, se necesita una mayor caracterizacidon de
varias etapas degenerativas de la enfermedad porgque las infec--
ciones secundarias con bacterias, virus y otros Mycoplasma o ne
mitodos, ocurren cominmente en el huésped, en caso de enferme--
dad se puede alterar la respuesta al tejido y resultar cambios-

morfoldgicos mis severos.
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M. hyopneumoniae interacciona principalmente con el-

huésped en las superficies epiteliales ciliadas del aparato --
respiratorio. La investigacidén de esta infeccidn en cultivos -
de tejidos respiratorios porcinos con microscopia electrdnica,
permite una vision Unica de gran resolucidn de las areas super
ficiales de los tejidos, gque se podria comparar con otras ob--
servaciones microscopicas.

Este estudio realizado es muy importante debido a que
como se sabe. las células columnares epiteiiaies pseudoestrati
ficadas ciliares de la traquea y de los bronquios pulmonares -
proximales, junto con las secresiones mucosas y los macrofagos
alveolares, juegan un papel importante para remover diversas -
particulas inhaladas y organismos originadores de enfermedades
del aparato respiratorio. Los cilios normales del &rbol tra---
queobronguial tienen una ligera curvatura y se flexionan hacia
la laringe, que se toma como una svidcacic 26 los latidss ci--
liares direccionales por facilitar el pasc por las vias respi-
ratorias. Si se rompen estos cilios, entonces se deteriora la-
eficiencia de la limpieza de las vias respiratorias.

Asi, como se ve por los efectos citopatoldgicos a es
te respecto, M. hyopneumoniae podria ser nocivo para el hués--

ped. Este organismo es el dnico agente que al inocularse a los

cerdos, originari neumonia enzodtica porcina.
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Los resultados indican gque un indculo relativamente-

bajo de M. hvopneumoniae y libre de otros microorgamiamos, oca
siona dafios focales in vitro en los tejidos del aparato respi-
ratorio porcino. Es probable que el organismo induzca la pérdi
da de cilios al elaborar una sustancia tdxica o una enzima. --
Una vez gue se han perdido cilios, el organismo estari locali-
zado como resultado del movimiento portector disminuido de la-
capa mucosa, y permitira la adhesidn a las partes fijadas de -
las células epiteliales de anillos tragqueales o a las células-
epiteliales pulmonares.

Los efectos de M. hyopneumoniae sobre los cultivos -
porcinos de anillos traqueales y de pulmones, se apamgjan a --
los que ocasiona M. pneumoniae, el cual es un patigeno respira

toric para el hombre.

En la actualidad no se sabe en forma especifica como

man swae B Iasroun. A mam .~
ekl apubhte dbe 44 f Aleeddes widiuihd sl o

arganizmos pueden ocasionar el efecto al producir una sustan--
cia toxica, al infestar como parasitos y destruir las células-
o al rivalizar con los cuitivos de Organos para materia nutri-
tiva. Parece poco prohable que estos efectos se presentaran pa
ra liberar componentes celulares de fibroblastos de pulmdn por
cino. No se presentd ningin efecto citopatoldgico aparente con

algunas cepas de M. hyopneumoniae en cultivos de anillos tra--
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queales porcinos y de tejido primario de rifion de cerdo. En «=
los casos in vivo, M. hyopneumoniae ocasiona dafo especifico -
a las células epiteliales ciliadas del aparato respiratorio al
disminuir el nimero de cilios. (14)

Se ha demostrado que las cepas virulentas de M. -~--

hyopneumoniae utilizadas en la investigacidn, recién han demos

trado ser la cual de las lesiones pulmonares en cerdos hembras
gue derivaron en una histerectomia y las cepas aparentaron ser
todas inmunoldgicamente semejantes.

En los cultivos de drganor se encuentran presentes -
células totalmente diferenciadas, que podran variar ampliamen-
te en su sensibilidad para las infecciones micoplasmatales.

Infecciones causadas por M. hominis en monos.

M. hominis, habitante.comin de las mucosas del trac-
to genitourinaric en humanos y animales, en un estudio realiza
do recientemente, se inoculd en forma directa en los tubos ute
rinos de cinco monos hembras, cercopitecos verdes laparotomiza
dos. Pocos dias después, todos los animales desarrollaron sal-
pingitis y parametritis aguda.

Aunque no habia signos clinicos de una enfermedad --
abierta, la patologia delicada se caracterizd por una zona ede
matosa pronunciada e hiperemia de las trompas y del parametrio.

Microscopicamente se encontraron infiltraciones celu

lares de linfocitos y algunos leucocitos polimorfonucleares en
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una fase aguda en las capas subserosa y muscular de las trom--
pas y en el parametrio.

En una etapa posterior se presentd tejido granuloso-
y necrosis de grasa. La infeccidn se asocidé con una marcada --
respuesta de anticuerpos y un incremento moderado de la tasa -
de sedimentacidn de eritrocitos y del numero de leucocitos.

La capacidad que tiene M. hominis para ocasionarle -
salpingitis y parametritis a un primate, parece que le afiadi--
rfa algo bastante significativo a la evidencia disponible, su-
giriéndole un papel etioldgico a este organismo en enfermeda-—-
des inflamatorias de los genitales femeninos internos en los -
humanos.

El primer aislamiento de Mycoplasma de humanos fue -
de un absceso de una gliandula de Bartholin (77) en 1937. Desde
entonces, M. hominis ha demostrado ser habitante muy comin de-
la membrana sucosa genitourinaria del hombre y se bhan becho mu
chos intentos para determinar el poteéncial patogénico de estos
organismos en relacion con las enfermedades inflamatorias de -
los tractos genitales de los hombres y mujeres.

Todos los monos que se infectaron experimentalmente-
al ser inoculado M. hominis en sus trompas uterinas, presenta-
ron una gran patologia, asi como una evidencia histoldgica de-

lesiones inflamatorias agudas de la parte superior del tracto-
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genital. Todo el curso de la infeccién fué, en esencia, el mis
mo en todos los animales de experimentacion, incluyendo al que
recibid el indculo de M. hominis en forma rapida. Clinicamente
ninguno de los monos presentd ningiin signo de enfermedad nota-
ble, su condicidn de salud general permanecid bastante bien.
Se presentaron prematuramente lesiones graves a los-
3 dias, e igualmente signos de una reaccidn inflamatoria aguda.
En forma caracteristica, la parte lateral de las —-—-
trompas uterinas estaba hinchada y enrojecida, mientras que en
esta etapa, la parte media y el parametro se veian normalmente.
En el 7°dia, las trompas mostraron una hinchazén pro
nunciada e hiperemia a lo largo de toda su longitud y el para-
metrio estaba pronunciadamente edematoso. Transcurridos 12 —-
dias, los signos de inflamacidn en las trompas disminuian, pe-
ro el parametrio todavia mostraba una marcada hinchazdn. Duran
te las dos O tres semanas siguientes hubo una regresién de las
lesiones inflamatorias ain mis notables y el tracto genital su
perior aparentemente estaba normal 4 6 5 semanas después de la
inoculacién de Mycoplasma.
En ninguna etapa de la infeccidn se observd un exuda
do de las trompas. E]l dtero solo mostrd signos leves de infla-

macidn, y los ovarios invariablemente estuvieron normales sin-

edema ni enrojecimiento. No se desarrollaron estructuras cisti
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cas ni en las trompas, ni en los ovarios O en el parametrio.

Microscopicamente se encontraron cambios inflamato--
rios notables en las trompas uterinas y parametrio de los cin-
c¢ monos inoculados con M. hominis.

El lumen de las trompas siempre tenia una apariencia
normal sin ninguna célula inflamada ni exudada.

En la mayoria de los casos, la infiltracién celular-
se extendid hacia la capa lateral periférica de la capa muscu-
lar. Las lesiones inflamatorias del parametro se caracteriza—-
ron por un edema marcado e hipermia, acompafiado de infiltracig
nes celulares que principalmente consitian de un gran nimero -
de linfocitos, pero también de algunos granulocitos hetesofflj
cos. En la mayoria de los casos, se presentd n-c:o.i. de grasa.

Ho se observd ningin incresento significativo de la-
temperatura rectal en relacién con la infeccidmn por lasma.

En nimero de leucocitos observd un ligero descenso -
en el tercer dia., seguido de un incremento moderado gel70. al-
140. dias. Las cuentas diferenciales no mostraron ningin cam—-
bio consistente.

Aungue ningin mono tenia anticuerpos detectables en-
suero previasente a la inoculacidn, dichos anticuerpos se desa
rrollaron en los dias 7 al 12. Bn todos los monos se cbservd -
un incremsnto cufdruple durante el curso de la infeccidn con -

un miximo de titulo de 160-640. los cuales se mantuvieron a es
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te nivel por mias de tres meses.

insercion de M. synoviae en fibroblastos de pollo.
Para realizar este estudio se utilizaron técnicas de
inmunofluorescencia y de transmision de electrones para Qemos-

trar la insercion de M. synoviae a los fibroblastos del em ---

bridén de pollo. {2}

Aunque los microorganismos colonizaron la superficie
de muchs células, hubo una notable variacidén en el nimero de -
microorganismos asociados con células individuales.

Como se hizo notar en un ?xémen hecho por Stanbridge
(1) la adsorcipon de Mycoplasma a células fibroblasticas, epi-
teloide o linfociticas, puede ocasionar una serie de efectos -

citotdxicos que aveces pueden llevar a la muerte celular.

M. Pneumoniae demostrd haberse insertado a las célu-

las del revestimiento interior epitelial de los cultivos de &r
ganos traqueales, inhibiendo el movimiento ciliar normal e in-

duciendo la necrosis.

Cohen y Somerson (64) demostraron que M. pn

produce grandes cantidades de perdxido de hidrdgeno que lisa e
ritrocitos y sugieren que este perdxido puede provocarle una -
lesion extensa al epitelio respiratorio.

Otros cientificos sugieren que lo que produce los --

cambios patoldgicos en el huésped eucaridtico, es la misma in-
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sercidén o la lixiviacién de los nutrientes de la célula por la
insercidén de Mycoplasma. Un informe anterior mostrd que M. sy-
Joviae, el cual es el agente que ocasiona la sinovitis del po-
1lo, se inserta a los fibroblastog del embridn de pollo tenien
do coms via un receptor sensible de neuraminidasa. Este estu--
dio se llevd a cabo -para demostrar esta insercidn al utilizar-
inmunofluorescencia y microscopia de transmisidon de electrones

La microscopia electrdénica mostrd en forma muy dramé
tica la insercidn de las cepas de M. synoviae a los fibroblas-
tos de embrion de pollo. La distribucién de los Mycoplasma en
los diferentes fibroblastos aparentd ser bastante desigual.

Las particulas de Mycoplasma no se detectarom en nin
gino de los fibroblastos no infectados.

Al utilizar microscopia de transmision de electrones,
se cbservo que la insercidn de Mycoplasma bovino a células Me-
la aparentd ser similar a la de M. synoviae.

Tanto estudios actuales como anteriores, verifican--
que M. synoviae se kasertz a la superficie de las células em—-
brionarias de pollo. (2)

Todavia se tiene que determinar el papel que juega -
esta insercion en la citotoxicidad in vitro y en el dafio ce--
lalar in vivo. Adn no se sabe la razén de la distribucién desi

gual de Mycoplasma en los diferentes fibroblastos celulares,-
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pero podria reflejar una diferencia en la distribucidn de lugares
receptores. Se deben relaizar estudios adicionales para aclarar-
esta posibilidad, ya que se podria estar dando en los tropismos-
que se presentan con mucha infecciones por Mycoplasma.

M synoviae presenta otros efectos sobre las funciones-
celulares de los mamiferos. Se ha dicho que es muy mitogénico pa
ra los linfocitos de ratdn e inducird a los linfocitos de humano
cultivados a que produzcan un interferén.

Se requieren mis estudios scbre el papel que juegan es
tas interacciones Mycoplasma-célula en la patogénesis de la en--

fermedad inducida por M. synoviae.
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CAPITULO III
DIAGNOSTICO DE LABORATORIOC.

1) BACTERIOLOGICO.

M. pneumoniae puede cultivarse a partir del esputo o
de una muestra del exudado faringeo tgmdda con un hisopo por -
siempre directa en medios liquidos o sdlidos conteniendo suero
y extracto de levadura, asi como penicilina y acetato de talio,
para inhibir el crecimiento de las bacterias contaminantes.

En el caldo aparecen, tras unas semanas o mis de in-
cubacidon, unas colonias libres, flotantes, esféricas, de 10 a-
200 u de didmetro; se tifien intensamente con rojo neutro y pue
den observarse con ayuda de una lupa o de un microscopio.

El tiempo medio de reproduccidn, ain de las cepas me
jor adaptadas en medios liquidos, no es nunca inferior a las 6
horas.

Las colonias en agar se tifisn habitualmente con azul
de metileno y azur 1I, pero no son detectables hasta el 62 a -
20 avo. dfa; miden 150 u y presentan una superficie con aspec-
to de mora sin halo periférico.

El organismo puede identificarse presuntivamente por
su capacidad para producir hemadsorcién o hemdlisis total de -

los eritrocitos de cobayo y puede identificarse de modo defini
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tivo por la tincién de sus colonias, mediante anticuerpos homd

logos marcados con fluoresceina por demostracidn de la inhibi-

cidén de su crecimiento por los anticuerpos no marcados en medio
liquido conteniendo tetrazolio, este Gltimo se denomina prueba

de inhibicidon de la reduccidén del tetrazolic (TRI). Comc M. --

pneumoniae fermenta la glucosa, también puede utilizarse el ro

jo de fenol como indicador de crecimiento en medio liquido con.
teniendo glucosa al 1 %.

La respuesta de anticuerpos en la neumonia micoplas-
mica puede demostrarse por pruebas de fijacidon del complemento
en suero de enfermos en fase y convaleciente.

Aunque la prueba de hemaglutinaciéon indirecta es mas
sansible, no se utiliza como método corriente de diagndstico,-
ya que pueden existir en el suero ain en fase aguda, titulos -
altos de IHA.

También pueden practicarse las pruebas para detectar
las criocaglutininas frente a los eritrocitos humanos del grupo
"0" y las aglutininas, frente al Streptococcus MG, aunjue la -
ausencia de estos anticuerpos en el suero de convalecientes no

excluye el diagndstico de infeccidn por M. pneumoniae.

A) TOMA DE LA MUESTRA.

Para cultivar el esputo, este debe ser recolectado -

en tubos de vidrio estériles o en recipientes de plistico, pe-
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ro no se deben usar copas de papel.

El mayor problema confrontado por el diagndéstico de-
laboratorio, se considera que es respecto al cultivo del espu-
to debido a la negligencia o carencia con las cuales se tratan
dichas muestras.

La muestra para el cultivo del esputo se necesita --
que sea de material purulentoc o mucopurulento y ésta debe ser-
obtenida con el paciente despierto si es posible.

Una tos profunda seguida de la espectoracidn, puede-
dar como resultado un material adecuado, durante el tiempo que
el paciente segregue secresidn bronquiai.

Austrian (51) establecid inequivocamente que "la co-
lecta del esputo del paciente con enfermedades del tracto res-
piratorio bajo, es propiamente la funcidn del médico asistente

El esputo debe ser recogido antes de que empiece la-
taxapia antimicrobiana.

La obtencion del esputo por espectoracidn y también-
en una cierta extensidn, por broncoscopia, por lo general siem
pPre se contamina con organismos bucales o de secresiones farin
geas. Se recomienda lavar el esputo con salmuer~ para retirar-
el exceso de saliva, de cualquier forma, este es un procedi-——-
miento tedioso: ademds, el lavado no facilita la distincidén --

del origen del esputo {(del tracto respiratorio supralaringeal-
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o intralaringeal).

Por esta razdn se recomienda una tensidén aumentada -
de C(‘.}2 colocando la placa no cerrada en un recipiente anaero--
bio con una vela encendida dentro hasta que se cierre el reci-
piente; cuando se alcance una?tensidn apropiada de CO, se apa-
gara la vela. Incubar las placas de 24 hrs. a 12 dias, las --

muestras para M. pneumcniae (peroc no para otras especies) pue-

den ser congeladas a -70°C,
Para otros Mycoplasma diferentes de M. pneumoniae se
usa medioc basico sin acetato de talio y anfotericina, incub=ds

en una atmdsfera con 95 % de nitrégeno y 50 % de bidxido de ~-

carbono.

B) MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS.
a) DE TEJIDO MODIFICADO.

Se desarrolld un medio de cultivo conteniendo una ba
se de tejidos quimicamente definido para el cultivo de Myco—--
plasma. Cuando se suplementa con albimina, glucosa, suero y --
extracto de levadura, el nuevo medio soporta adecuadamente el-
crecimiento de las especies de Mycoplasma y Acholeplasma: los-
medios con altc contenido de proteinas son normalmente usados-
para la obtencion de Mycoplasma. Sin embargo se han desarrolla
do medios semidefinidos, los cuales producen suficientes Myco-

plassa que son obtenidos normalmente en medios complejos con -




una base de infusidn ( corazén de buey } y suplementos tales -

como 20 % de suero de caballo 10 % de extracto fresco de leva-
dura. La composicion del medio es importante puesto que puede-—

o

la nucleasa, la antigenicidad y la actividad peroxido-peroxida
sa.

La complejidad y el alto contenido de proteina-lipo-
proteina de un medio estandar de Mycoplasma, frecuentemente --
causa precipitacidn no especifica de algunos componentes del -
medio. Esta precipitacicén causa turbidez y puede contaminar --

los granulos celulares con proteinas no celulares y lipidos.

b} PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION.

Cuando el proposito es el aislamiento, se utiliza la
base de agar de Mycoplasma con enriquecimiento de Mycoplasma o
agar de Columbia con 10 % de suerc de caballo, se incuba y se-
ven con baja potencia los microorganismos, suspendiéndolos en-
base de caldo de Mycoplassa con extracto de levadura y suero -
d;z egquino y hemina. Se transfieren las colonias de microorga--
nismos 2isladas.a placas para sensibilidad e identificaciomn.

Las pruebas de identificacion se realizan en una ba-
se de agar de Mycoplasma con enriquecimiento de Mycoplasma o -
agar de Columbia con 10 X de suero de caballo IC.

Incubar y examinar los microorganismos con cbjetivo-




98

de baja potencia.

Cuando el propdsito son pruebas de sensibilidad, se-
utiliza base de agar de Mycoplasma con enriguecimiento para My
coplasma o agar Columbia con 10 % de suero de caballo TC; se -
usan sensidiscos comerciales. Incubar y examinar los halos de-
inhibicidn que se presentan para dar la sensibilidad correspon

diente a cada sensidisco.

Lipoproteinag como sustitutos de sueros en medios de cultivo -

para Mycoplasma.
Ultimamente se ha descubierto como sustituto del sue

ro en medios de cultivo para Mycoplasma pneumoniae a la lipo--

proteina cruda que contiene fracciones de suero de tres dife--
rentes especies de animales examinados en combinacién con sue-
ro, con albimina bovina.

Todo suero produce por 1o menos una lipoproteina, --
que fue considerablemente mids efectiva en provocar el creci---
miento de Mycoplasma comparado con la muestra de suero no frac
cionada de la cual se derivd.

La actividad muy lenta de ciertas muestras de suero-
integro probadas en la investigacidn, sugieren gue las sustan-
cias toxicas pueden estar contenidas en éste, pero en cambio -
no estin contenidas en las preparaciones de lipoproteinas.

La mayor actividad aparece con lipoproteinas de alta
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densidad, componentes contenidos en el suero de caballos, y --
con las lipoproteinas de baja densidad, componentes contenidos
eh el sueroc humano.

El alto grado de actividad de crecimiento por causa-
de esta lipoproteina cruda conteniendo componentes del suero,-
sugierid que pueden ser usadas como sustitutos de suero en los
medios de cultivo para Mycoplasma.

Sin embargo, la posibilidad de usar lipoproteinas de
suero como sustituto de suero integro, noc ha sido ampliamente-
explorada.

Recientemente Slutzky et. al. (68)reportaron que las
lipoproteinas humanas, de alta y baja densidad, pueden actuar-

como donadores de colesterol para M. hominis y M. laidlawii.

c) OBSERVACION DE LAS COLONIAS.

Las colonias de M. pneumonias son tan pamaefise ma -
se deben observar con el aumento pequefio del microscopio, va--
riando su didmetro de 10 a 200 micras.

La sayoria de las cepas provenientes de fuentes huma
nas © de otras especies animales, producen colonias homogénea-
mante granulares con aspecto de huevo frito puesto que el cen-
tro de las colonias generalmente crece hacia abajo o se recubre _

con el agar. M. posumoniae raramente muestran esta caracteris-

tica. El tefiido de Dienes se puede usar para ayudar a la dis--
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tincidén de las colonias de Mycoplasma de entre otras

Cuando una peguefia cantidad de este colorante se pone
coh un algoddn cerca de una colonia sospechosa, se observa una-
difusion tifiéndose la colonia de azul si es Mycoplasma. Puede-
reconocerse con la morfologia tipica, descrita bajo propieda--
des morfoldgicas. Los organismos vivos decoloran en unos cuan-

tos minutos. (93)

Descripcidn de los orqanismos individuales.

Se necesitan métodos especiales de tincidn para dis-
tinguir las unidades individuales de M. pneumoniae, son pegue—
flos, pleomdrficos y su variabilidad de forma se debe a2 que no-
tienen las paredes rigidas. Son similares a las Formas L proce
dentes de los protoplastos. Cuando se observan con una lente -
de gran aumento, las colonias dan la impresion al observador -
de que esta viendo un grupo de gotas de variados tamafios que -
han confluido en una sola masa, aunque conservando su indivi--
dualidad dentro de la misma. Sin el uso de tinciones especiales
como la de Dienes, no se pueden diferenciar los microorganismos
de la colonia y, ain asi, no ayuda mucho.

La microscopia electronica es Gtil pero es una técni-
ca deficil para los laboratorios de diagndstico. Por tanto, es-

mds satisfactorio trabajar con estos gérsenes en colonias.

Algunos investigadores afirman que los PPLO sufren -—-
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cambios morfoldgicos progresivos que contituyen un ciclo vital

regular.

d) TRANSFERENCIA DE CULTIVOS.

Cuando se llevan a placas de agar, las colonias no ~
se deben tomar con el asa bacteriologica. En vez de esto se de
be cortar un cubo de agar de 0.5 cm., que contenga las colonias
con una espatula de acero inoxidable estéril levantar el blo--
gue con ella y colocarla con el lado de la cbolonia hacia abajo
en una placa con agar fresco. Entonces, empujar el cubo de ---
agar sobre la placa para inocularla. Dejar el blogque en el me-
dio después de la inoculacion. Si no se desarrollan las colo—-
nias se les encontrari ain debajo del blogque de agar.

Las placas de cultivo deben cerrarse con parafina --

derretida estéril entre el lado de la placa y la tapa.

2) 1C0.

A) SEROLOGIA

Después de la neumonia atipica primaria, los pacien-
tes puedan presentar un arreglo complemsentario de anticuerpos-
para un aidmero Se aniigenos disimiiares, aglutininas frente a-
microorganismos como Etreptococcus MG y aglutininas frias para
células rojas humanas: son reacciones no especificas y son in-

dices pobres de infeccidn.
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El incremento en el titulo de aglutininas frente a -
Streptococcus MG ocurre aproximadamente en un 25 % de los pa--
cientes que tienon neumonia debido a M. pneumoniae.

Para aglutininas frias, la incidencia es cerca del -
50 %, pero aproximadamente un 25 % de los pacientes con neumo-
nia debido a otros agentes diferentes de M. pneumoniae pueden-
también revelar aglutininas frias.

De todas maneras, esto quiere decir que el grado de-
respuesta de las aglutininas frias en pacientes con M. pneumo-
niae, varia con la severidad de la enfermedad, aungue esa rela
cién no se encuentra siempre.

En afios recientea, se ha revelado un nimero de prue-
bas para la deteccién de anticuerpos especificos al Mycoplasma
éstas se enlistan a continuaciodn:

Inmanofluorescencia indirecta

Pijacion de cosplemento

Bamaglutinacion indirecta

Aglutinacion en litex 1
Hemaglutinacidn acumulativa

Estas pruebas, que han sido evaluadas adecuadasente,
detectarin el incremento en el titulo de anticuerpos en enfer-
m0s convalecientes, en aproximadamente el 80 % o mas a partir-
de personas inoculadas con M. poeumoniae.

La sdxima eficiencia del diagndstico, requiere el --
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uso de mids de uno de los procedimientos seroldgicos, algunos -

de los cuales parecen estar detectando diferentes tipos de an-

tiguerpos .

L a presencia de anticuerpos confiere proteccidén con
tra enfermedades causadas por M. pnsusoniae, pero puede ocu---
rrir reinfeccion remota.

Las prusbas apropiadas para un laboratoric eatriban-

subre el cbjetivo y calidad de.la especializacion.

!_= N

€luorasnancia indiracta ¢tamhiin nsada para
la deteccidon de anticuerpos contra M. pneumoniae, requiers pul
sonea de msbriones de pollo congeladns. camplemente de cerdo de
Guinea, soero de cabra antihusana y un microscopio fluorescen-
te; la técnica es laboriosa y difilmente adaptable a la rutina
del diagnbdstico de laboratorio, aungque es sumamente eficiente-
para el diagnéstico de enfermesdades por M. pneumoniae.

ios reactivos para la prusbe ds fijacifim ds comple—-
manto pueden ser comprados comercialmente y aquéllos para hesa
glutinacion indirecta o aglutinacién em litex, pueden ser pre-
parados con sdelanto y almacenados; los procedimientcs son com
parables a aquél empleado rutinariamente en el diagndstico se- -
roldogico en los laboratorios, y las prusbas son adaptables pa-
ra la deteccion de anticuerpos a warias especies de Mycoplasma

:
La hemaglutinacion acumulativa para la deteccidn de-

anticuerpos frente a M. pneumoniae no es bien evaluada y re——-
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quiere del uso de organismos vivos.

La prueba de inhibicidén metabdlica para deteccién de
anticuerpos frente a varios micoplasmas, requiere de un orga--
nismo vivo, medio PPLO y un periodo de incubacidén de varios --
dias antes de que se alcance un resultado.

Identificacién inmmnoldqica.

Se ha desarrollado un método inmunolégico satisfacto
rio para la seleccidon de los. PPIO. (15)

Se preparan discos miltiples con suero, mojando la -
punta de cada banda radial del disco en un suerv diferente. Al
macenar los discos a menos 70°C en envase estéril. Mediante es
te mdtodo, cuando se va a clasificar una cepa de PPLO, puade -
ser facilmente identificada.

Prueba de Neutralizacion.
Se pusde detectar el anticuerpo meutralizante al —-

PPLO -Baton utilizando la rata algodonera como huésped.

4

B)” IRMIMOFLUOKESCENCIA.
Prusba de anticuerpos fluorescentes:

Se puede detectar el anticuerpo especifico en suero-
husanoc en un animal hiperinmune por esta técmica. Se pueden --
tratar los cortes de bronquio de embridn de pollo infectado —-
con el suero a probar y miAs tarde con globulina gama antihuma-

na marcada. Es una técnica embarazosa si se compara con la fi-
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jacién del complemento por microtitulacidn: por tanto, este Gl
timo método estd remplazando al primero.
Se ha visto que el anticuerpo antiagente Baton se -~

desarrolla en la segunda y tercera semana de enfermedad y oca-

sionalmente persiste mis de un afio.

Identificacion de colonias de Mycoplasma por Insupofluorescen-
cia .

Se han usado un gran nimero de técnicas para exami--
nar colonias de Mycoplassa por imsanofluorescencia.

Por ejemplo, las colonias pueden ser tefiidas in aitu
en el modio de agar y observadas por luz ultravioleta inciden-
te.

Un camino para examinar colonias de Mycoplassa por -
inmmofluoresceancia s la tincion de las colonias por impre-—
sidn en un portacbjetos. los cuales pusden ser observados con-
luz incidente o transmitida.

La ¢licnice®s fijacién con agua caliente es comunmen-
te usada para preparar impresiones: sin embargo, ha sido repor
tado el resultado en forms poco especifica.

El método ss lleva a cabo exponiendo a los organis-<-
|08 a una temperatura de 80 - 85°C y el calor pusde dafiar los-
antigenos sensibles. Este reporte describe un modo simple y rd

pido de preparacidén de impresiones de colonias en las cuales--
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se usa un tapdn de goma para transferir material antigénico di
rectamente desde el agar al portacbjeto del microscopio. Se --
utiliza un tapSn de goma (10 mm de diametro), los tapones se -
lavan, se hierven en agua destilada y se seca al aire antes de
usar, después de usarlos son remojados en un desinfectante io-
doformico antes de volverse a usar.

Para la transferencia de colonias, el botdn del ta--
pon se aplica suavemente a las colonias seleccionadas y cuida-
dosamente se levantan e inmediatemente se aplican a un portaocb
jetos.

La aplicacidon de presion al sapon es innecesaria, --
aunque se vid gue es posible hacer dos o tres impresiones con-
un tapén, por incremento gradual de presidn para cada uno suce
sivamente.

Las impresiones-de' colonias se fijan pasiandolas a ~=
través de la flama por dos periodos de aproximsdamente 0.5 se—
gundos, esta corta exposicion al calor suave no parece dafiar -
al antigeno.

Para inmunofluorescencia indirecta, colonias de M, -
avian y de Acholeplasma laidlawii tuvieron poco crecimiento en

agar para Mycoplassa conteniendo 15 % de suero de cerdo. (9)

C)} COMPLEMENTO.

Prueba de fijacitn del complemento.
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Esta prueba se emplea para determinar la presencia -
(o el titulo) de los anticuerpos fijadores del complemento. Di
cha prueba depende del hecho de que los tipos adecuados de los
anticuerpos, al combinarse con su antigeno, deben consumir el-
complemento. En esta forma al agregar una cantidad comocida —-
del cosplemento a una mezcla de antigeno (el cual se prepara -
como se indica en el anexo A) con el suero que puede contener-
al anticuerpo correspéndiente, es posible apreciar la existen-
cia de una reaccion, determinando la cantidad del complemsn to-
que se ha consumido o0 fijado en el transcursc de la reaccién -
mencionada. Esto se logra agregando eritrocitos sensibilizados
con hemolisina de oveja a la mszcla y dando tiempo para que --
ocurra la fijacion del complemento en la reaccidn de antigeno-
anticuerpo que se estudia.

En un estudio rehlizado acerca de los componentes -
Gel complemsnto (C,, Cys C3 ¥ C4) en secresion kronquial des—
peés de la infeccidn intranasal de cerdos de Guinea com n. —-
pegwmonize y disociacion especifica e inespecifica de los meca
nismos de defensa, se cbservd que, ciertamente después de la -
infeccion intranasal del animal con M, poeumoniae, los elemem-
tos del complemento ausentaron sigqnificativamente en secresio-
nes bronquiales por la cantidad aumentada comparada con los --

elementos del grupo control, los signos histopatoldgicos de in




flamacidn no aparecieron en este tiempc. Dos semanas después,-
cuande los componentes del complemento en la secresidn bron-—-
quial fueron bajos en comparacién al nivel de control, el titu
lo de anticuerpos en el sueroc incrementd y subic a un nivel --
mas alto 6 semanas después de la infeccidn.

Por esta razdn se pueden distinguir las dos fases de
la reaccién del microorganismoc a la inoculacidén intranasal. El
aumento de los componentes del complemento después de la infec
cion puede representar un mecanismo de defensa inespecifico en
el huésped antes de que la respuesta inmune especifica comien-
ce a ser efectiva, ya que el sistema del complemento puede ser
activado por M. pneumoniae por la via clasica, este puede ser-
un cambio alternativo en la ausencia de anticuerpos.

Para aclarar el mecanismo patogénico de estos micro-
organismos, se usd el cerdo de Guinea en estos estudios porque
se habia demostrado previamente que estos animales son altamen

te sensibles a la infeccidn por M. pneumoniae.

D) HEMOLISINAS.

Las colonias de Mycoplasma producen zonas de hemdli-
sis total en un medio preparado con hematies de cobayc.

Las pruebas para hemolisina pueden hacerse en placas
de agar que contengan extracto de levadura, que hayan sido in-

cubadas en acrobiosis y que tengan una densidad de colonias ba
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ja (alrededor de 100 a menos por placa de 60 mm).
La preparcién para la prueba se hace como sigue:

Lavar sangre de cobayc tres veces con solucidn de --
BaCl al 0.85 %. Afladir éstas en una concentracién final del 4%
a medio de agar Difco PPLO enfriado a 50°C.

Verter aproximadamente 3 cm. de esta mezcla en cajas

de agar que contengan colonias de M. pneumoniae en crecimiento

Después, incubar las cajas a 36° C. durante un perio
do de 4 a 12 dias.

Observar las cajas diariamente en busca de la hemdli
sis que puede verse desde el primer dia hasta el decimo sequn-
do. Otras especies de PPLO producen una hemdiisis parcial - -~

cuando se prueba por el mismo método.

E) HEMAGLUTIRACION

CRIOCAGLUTINIEAS.

El suero de la mayoria de los individuos con neumo—-
nia atipica primaria en la etapa de convalecencia, contiene un
componente semejante a los anticuerpos que produce la aglutina
cion de los eritrocitos humanos del grupo O a temperaturas en-
tre 0 y 5°C, que se ha denominado “aglutininas en frio o crio~
aglutiminas. La aglutinacidn es reversible puesto que los eri-
trocitos agrupados por las crioaglutininas se dispersan cuando

se calientan a 37°C. Este es un buen método para detectar una
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aglutinacién en frio auténtica.

Los titulos encontrados al 1/32 & mayores se conside-
ran como elevados.

Generalmente las aglutininas empiezan a aparecer. al-
final de la primera semana o durante la segunda, disminuyendo-

entre la cuarta y la sexta semana.

La hemaglutinacidn para la deteccidon de anticuerpos-

. na e I S iy [ e ———— -
frenie a M. pheumoniaé reégquiere 4El USO 4T CIGERLIEETS ViVOSs.

F) IDENTIFICACION POR INHIBICION DEL CRECIMIENTO

Para la identificacién de Mycoplasma por inhibicidn-
del crecimiento se debe preparar discos de papel filtro estéri
les impregnados con suero.

Una vez que el disco ha sido impregnado con suero, -
pueden ser almacenados a 20°C, secando los discos impregnados
con suero antes del almacenaje no se reduce la efectividad.

Secar una placa de agar para Mycoplasma en una incu-
badora a 37°C con la parte superior entreabierta durante 20 a-
60 minutos e inocular con 0.1 =l del caldo de cultivo contemi-
endo el microorganismo prueba por un periodo de dos a tres di-
as.

Extender el indculo uniformemente con una varilla de
vidrio y secar la placa en la incubadora hasta que no escurra-

el fluido cuando se sostenga la placa en posicion inclinada.




Presionar el disco impregnado de suero sobre la superficie de a

gar inoculado e incubar las placas hasta que pueda ser observa-
da microscopicamente la zona de inhibicidén alrededor del disco-~
conteniendo usero especifico contra el microorganismo a prueba.
El aumento de la potencia del suerc y el tamafio del -
indculo puaden influir en el tamafio o de la zona de inhibiciénm,
un indculo de 1,000 a 10,000 colonias por placa es Optimo, uno-
mAs pequefio di colonias insuficientes para la interpretacidn.
El espesor del agar no influye sobre los reaultados,-
pero las aplicaciones del disco por mas tiempo gue ocho horas,-

después de la inoculacidén de la placa, pueden reducir la zona -

de inibicidn.



CAPITULO 1V

1) PROFILAXIS.

La mayor parte de las neumonias mico
do son endémicas, su frecuencia es muy varibale, aumentando -
durante los meses de invierno. S6lo una fraccidn pequefia (pro
bablemente menos del 5%) de los individuos infectados por M.-
pneumoniae desarrollan neumonia; la mayoria presta solo ainto
mas en las vias respiratorias altas, Y en otros no se ocbserva
ningin tipo de enfermedad. El periodo de incubacidn a juzgar-
Poxr los experimentos realizados (24) con voluntarios humanos-
es de 3 a 12 dias. Se sabe que los individuos infectados al—-
bergan el organismo en las vias respiratorias durante cuatro—
semanas como minimo, a pesar de la existencia de titulos al--
tos de anticuerpos protectores en su suerc. No se sabe sin en
bargo, durante cuinto tiempo conservan su capacidad infectiva.
La enfermedad se transmite probablemente a través de gotitas-
contaminadas de las vias respiratorias.

Las medidas de aislamiento estin indicadas sélo du--

rante las epidemias, no se dispone de una wacuma adén para su

prevencion.

2) TRATAMIENTO

A causa de la falta de pruebas diagndsticas especi-
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ficas, las primeras purebas sobre la actividad de las tetraci-
clinas, en el tratamiento de la neumonia atipica primaria fue-
ron dificiles de interpretar, lo cual condujo probablemente a-
la inclusién de muchos pacientes cuya enfermedad no era produ-
cide por M. pneumoniae. Sin embargo, en 1961 se realizd un es-
tudio doble sobre 109 pacientes diagndsticados seroldgicamente
de neumonia micoplasmica. La administracién de dimetilclorote-
traciclina durante 6 dias redujo de modo significativo la dura
cién de la fiebre, asi como otros signos y sintomas, en compa-
racion con el curso de la enfermedad en pacientes que recibian
placebos.

A pesar de haber probado la eficacia de las tetraci-
clinas, es dificil atn el tratamiento de los pacientes afecta-
dos de neu.loeia atipica primaria.

Como las pruebas diagnosticas disponibles requieren-
habitualmente de largos periodos para realizarlas, la deci-—-
#idn respecto al comienzo de la terapia debe hacerse con rela-
cion a datos clinicos y epidemioldgicos. Se debe tener mucho -
cuidado en excluir otras enfermedades micdticas o bacterianas-~
que deben tratarse con otros medicamentos.

Cuando se dispone de la posibilidad de teﬁj,;: M. pneu
moniae en el esputo, por medio de anticusrpos fluorescentes, -

puede hacerse con mayor precision el tratamiento de la neumo—-

nia atipica primaria.
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La kanamicina es también eficaz en las infecciones ex
perimentales, pero no se utiliza de modo habitual en el trata-
miento de esta enfermedad en el hombre.

Ultimamente se ha demostrado la gran eficacia de la -
doxiciclina, derivado de la tetraciclina, por su gran poder --
bactericida su gran indice de absorcidn digestiva y la perma-
nencia de niveles terapéuticos en sangre durante tiempo prolon
gado, tras la administracidén de una sola dosis.

Dosis actualmente usadas:
Tetraciclinas o equivalentes: 0.25g ¢/6 hrs.
Eritromicina: 0.59/8 hrs.
lina parece ser suficiente 200 mg el primer dia y 100 -
g los sigquientes.

Se ha visto que a las 24-48 hrs. generalmente acostum
bra desaparecer la fiebre, aunque los sintomas respiratorios -
pueden permanecer poxr 6-7 dias, por lo cual se aconseja que el
tratamiento se prolongue por dos 0 tres semanas; no cbstante,-
se ha podido comprobar que en numerosos Casos existe persisten

cia de M. pneumoniae en el &rbol respiratorio durante algunos-

meses, sin gue se hallan encontrado recidivas.




CAPITULO V

DISCUSION.

La patologia clinica demuestra gran interés médico
por el desarrollo de las diferentes especies de Mycoplasma-
que causan enfermedad en el hombre, sobre todo en las vias-

respiratorias (M. pneumoniae, M. orales y M. salivarium) y-

en las vias urogenitales (M. fermentans y M. hominis), asi-
como en los animales produciendo enfermedades tales como la
plaurconenmonia bovina (M. mycoides), agalactia de los car-
neros y las cabras {M. agalactie), la poliartritis de las--

ratas (M. arthritidis) y una enfemedad neurolégica atdxica-

en los ratones (M. neurolyticum) las cuales son considera--
das como las miis importantes.

Debido a las complicaciones respiratorias que pre-
senta en el humano M. pneumoniae , se¢ hace necesario reali-
zar el diagndstico en el laboratorio con medios bisicos de-
cultivos que contengan azul de metileno, por su capacidad -
de reducirlo, agregandole rojo de fenol, por lo que el cre-
cimiento se ve indicado por el vire de color de morado a a-
marillo, siendo este un método sencillo para investigar la-
presencia de M. pneumoniae.

Otras complicaciones que van estrechamente ligadas

a sintomas respiratorios como miocarditis y/o pericarditis-
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diagnosticada clinicamente o electrocardiograficamente, pueden
ir asociadas a las pancreatitis agudas secundarias, o a infec-
ciones por Mycoplasma.

En lo referente al mecanismo de accidon de M. pneumo-
niae, parece ser que tiene un alto poder de produccién de perg
xido de hidrdgeno y éste actia como una hemolisira, gsiendo --
ejemplo Gnico de ello, ya que las demas hemolisinas conocidas,
producidas por microorganismos, son proteinas.

M. pneumoniae difiere antigénicamente de otras varie

dades de Mycoplasma humanos conocidas, crece mas lentamente —-
que muchas de estas y a diferencia de la mayor parte de las es
pecies de Mycoplasma fermentan la glucosa,

M. Hominis, habitante comin de la mucosa del tracto-
genitourinario en humanos y animales, produce lesiones inflama
torias de las trompas y el parametrio, microscopicamente se en
cuentran en infiltraciones celulares en linfocitos y algunos-
leucocitos polimorfonucleares en una fase aguda.

A menudo la enfermedad es endémica, su frecuencia es
muy varible, aumenta durante los meses de invierno y se presen
ta en ireas densamente pobladas, al iguwal que las epidemias, -
las cuales han alcanzado un 42X en 1966 y un 50% en 1974. lLas-

tasas mas altas han sido en nifios escolares, asi como también-

fueron mis altas en el género masculino que en el femenino.
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De acuerdo al grado de investigacidn que se desee rea
lizar, creo, a mi juicio, que los métodos descritos son adecua
dos y pueden . aplicarse en cualquier laboratorio de analisis -
clinicos como un método de rutina, sin que se considere difi--

cil su elaboracidn para que de esta manera se diagnostiquen o-

portunamente y se dé el tratmifento adecuado.

ANEXDS .

aA). Hadios de cultivo, componentes y preparacion.
Base de Agar de Columbia.

Formla en gramns nar litra de acua daatil

et 3
= — i -

Peptona polypeptone ........ cesesessescssssccsansccssasa 10.0
Peptona Biosate ...........cccivevecraans cesvesvssnassess 10.0
Peptona Myosate ..... crersnes e
Almidon de Maiz .......ccc0vceanncncccnanceanns cssecccsses 1.0
. 3 .

Agar (desecado) ........cccncevanan cessesssscvessonsesss 13.5
pH final 7.3
Preparacion:
Hacer una suspencion con 42.5 gramos del material en
un litro de agua destilada. Calentar agitando frecuentemente y
hervir durante un minuto.
Digtribuir y esterilizar en autoclave a 121°C, duran-

te 15 ainutos. La base puede emplearse para preparar otros me-
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dios.

Base de Agar para Mycoplasma. (Basc de agar PPLO)

Formula en gramos por litro de agua destilada.

Infusion de corazén de res sobre la base de tejido fresco.

----------- ML R A NN Y B X T 10.0

LA AL B AL B B K I NN T 5.0

pH final 7.8

Preparacidn:

Hacer una suspensidn con 34 gramos del material seco
en un litro de agua destilada. Mezclar totalmente.

Calentar agitando frecuentemente Y hervir durante un
minuto. Distribuir en alicuotas de 70 a 75 ml Y esterilizar en
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfriar a 50°C, agregan-
do el enrigquecimisnts esterilizado deseado Y vartir en las ca-
jas.

En estudios mis recientes se ha demostrado el valor-
de los extractos de levadura y del suero de caballo no calenta
do para el cultivo de Mycoplasma. Para preparar un medio no se
lectivo, pueden combinarse 20 ml. de suero de caballo y 5 ml.~
de extracto de levadura especialmente preparado, con 75 ml. de .

base de agar para Mycoplasma enfriado, esterilizarlo Y verter-

en placas.
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Bage de caldo para Mycoplasma con cristal violeta.

La base de caldo para Nycoplasma con cristal violeta
0.01 gramos por litro de aedio, se prepara de acuerdo a la for

mla original de Morton Yy cols. (75)

Base de caldo para Mycoplassa (sin cristal violeta).

Se recomienda para el aislamiento Yy cultivo de espe-
cies de Mycoplasma el uso de la base de caldc para Mycoplasma-
debidamente enriquecida.

Para suprimir el desarrollo de contaminantes, pueden
utilizarse 1,000 unidades de Penicilina G por ml. y acetato de
talio a una concentracién final de 1:2000. Debe afiadirse un --
20 % de suero de caballo o de otro enriquecimiento.

La base de caldo para Mycoplassa se preparan de ---
acuerdo a la féirmula de Morton para el caldo de enriquecimien-

to, pero sin cristal violeta.

Pérmula en gramos por litro de agua destilada.

Setticccscsnanccserncsses. 252.0
Peptona Biosate ........... tereertccretssscrsrtaneacnnasas 10.0
Clorurc de sodio ......... cevena *eerrseccencanasccenennyn 5.0
pH final 7.8
Preparacion:

Disolver 21 gramos del material deshidratado en un -

litro de agua destilada, distribuyendo porciones de 70 al. o -

en otras alicuotas deseadas. Esterilizar en autoclave a 121°c




durante 15 minutos. Enfriar a menos de 50°C y agregar 20 ml. -
de suero de caballo y 5 ml de uxtracto de hemina y levadura --
BBL.

También puede agregarse 30 ml. de enriquecimiento pa
ra Mycoplasma que contiene penicilina y acetato de talio, lo--
grando la inhibicién selectiva, asi como suero de caballo y ex
tracto de levadura.

Usos:

El caldo para Mycoplasma adecuadamente enrigquecido -
puede emplearse para la propagacién de grandes familias y para
ayudar en el aislamientc de especimenes clinicos.

El material sospechoso o bloques de cultivo de agar-
puaden introducirse en el caldo.

Después de incubarse desde 12 hrs. hasta 5 dias, de-
pendisndo de la cepa, se extiende una gota o el contenido de -
una asa de la preparacion uniformemente sobre la superficie de
una placa reciente de agar para Mycoplassa., ya que el desarro-
llo visible de estos microorganismos no se presenta de ordina-
rio en caldo.

Enriguecimiento para Mycoplasma.

El enriguecimiento para Mycoplasma es una mezcla lio

filirada de ingredientes usados como suplementoc en medios ade-

cuados, cuando se desea el aislamiento selectivo de especies -
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de Mycoplasma incluyendo M. pneumoniae.

Formala x 30 ml.
Suero de Caballo .....cccctcieccacanencaannnnscancanas 20 ml.
Extracto de levadura
(recién autorirado)
Penicilina G .....ivevivecncsnnccnasecsccnnsonsncsesas 50,000 U
Acetato de talio ...............
Preparaciodn:

Reconstituir el contenido de cada frasco agregando --
asépticamente 30 mi. de agua destilada esterilizada.

Agregar 30 ml. de enriguecimiento reconstituido a ---
70 ml. de base de agar para Mycoplasma BBL 11455 fundido y este
rilizado a unos 50°C 6 a 70 ml. de base de caldo para Mycoplas-
ma BBL 11457. Distribuir en envases estariles adecuados.
Usos.

Cuando se utiliza un agar o caldo para Mycoplasma, el
enriquecimiento refuersza el desarrollo de Mycoplassa e inhibe -

otras bacterias en cultivos mezclados.

La conservacion de microorganissos puede tener lugar-

en medios sin inhibidores.

Para este fin pueden utilizarse medios para Mycoplas-
ma, enriquecidos con extracto de levadura al 5 % preparado espe
cialmente y suero de caballo al 20 %.

Nedios bisicos para el cultivo de Mycoplasma:




122

Medios de crecimiento en caldo.

Caldo Difco PPLO ......... tessiasana tarsessaaansas . 70 %
Suero de caballo ........ wasmanmaan sereacsencanen s 20 %
Extracte acuoso de levadura al 25 % ......... cevess L0 %
Penicilina .......ceveeceaccncnnas treseencnranncana 1,000 U/ml

Acetato de talio

{inhibidor para género T) ......eeccecena- teeemaces 0.5 mg/ml
Aufotericina B ........ teesensanannnn Ceemveana vaees 5.0 ug/ml
Ajustar el pH a 8.

Se puede agregar Rojo de fenol (0.002 %) y

azul de metileno para hacer mids selectivo el medio.

Filtrar a través de papel filtro estéril.

Medio de crecimiento en agar.

Agar Difco PPID ......... ettesesssncnna cancasann e 10 %
Esterilizar durante 15 minutos a 15 lb. de presidn.

Enfriar a 45°C, entonces afiadir.

Extracto de levadura al 25 % ....cccevcecanccnneass 10 %
Suerc inactivado agamaglobulinémico

*seasvwanass #8500 rerEaEsBELSssEasbarenessS 20%

entonces afiadir:

P@iCilm ..'-o..v--..--0.--.--‘---...-..‘..----o.o 500 n.i/‘l

Anfotericina B .....

LA AL AL L L I I B IR A Y Y sugm
mtam “ t‘uo LA R R R R R RN N IR N N IR I R I R Ry lﬂ.m

cmmmci.&‘ fiml. LR LI B B BB I U T I B A A S R ‘0-5 g/l)
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Verter de 6 a 7 ml. del medio de agar derretido, para
cada caja de petri de 5 cm. de diametro. Enfriar hasta que se -
endurezca.

El medio defésico Difco PPLO, sin cristal violeta —-—-
puede ser preparado o elaborado por el laboratorio y distribui-
do en alicuotas apropiadas, esterilizado y almacenado a 4-5°C -
para que se use en los meses siguientes, el agar puede ser di--
suelto en agua hirviendo y enfriado a 50°C para la preparacidn-
final del medio.

El suero de caballo puede ser almarenadn por msass »-

4 - 5°C.

El extracto acuoso de levadura es preparado como si--
gue: a) adicionando una parte de levadura activa seca (hormsada)
en cuatro partes de agua destilada.

b) calentando a ebullicién.

c) filtrando por gravedad a travas de dos discos de papel de me-
dio poroso ( se usan diferentes capas a causa de la lentitud-
del procedimiento ).

d) ajustar el pH a B.0 con hidrdxido de sodio y esterilizar des-
pués de la distribucidn en alicuotas apropiadas.

Algunos Mycoplassa pueden ser recuperados usando suero
de caballo al 10 % y 10 mg/ml. de autolizado de levadura; pero =.

tal medio no es apropiado para la recuperacion de M. pneumoniae.
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El rojo de cresol alcalino (0.0004 %) ha sido reco--

mendado como un indicador en el medio para el crecimiento de -

M. pneumoniae reemplazando al rojo de fenol: el indicador ante
rior cambia de amarillo a rojo a pH 7.2 antes, el medio era lo
suficientemente acido como para reducir la viabilidad.

El suplemento para cajas de agar y caldo para Myco---
plasma, listo para usarse, puade ser esterilirado y-ilmacenado
a 4 - 5°C por algunos dfas. Un almacenajeprolongado puede incre
menta el nimero de artefactos y reducir el rendimiento de orga
nismos. El medio difasico (caldo cubriendo agar) y una agita--
cidén, mejoran el crecimiento.

Todos los Mycoplasma de origen humano crecen bjien con
incubacidén en anaerobiosis (nitrdgemo con 5 al 10 % de didxido-
de carbono), pero algunas especies, particularmsnteM. ppeumo-=
Riae, también crecen en aerabiosis.

B) Prueba de fijacién del complemsnto.

Preparacion del antigeno: Preparar 100 ml. Inocular -
4 6 5 frascos de 250 ml. de caldo Difco PPLOC con la técnica del
bloque de agar. Incubar a 36°C durante 4 dias. Recoger el creci
miento centrifugando el caldo a 18,000 r.p.m. durante una hora,
en tubos de centrifuga de 50 ml.

Decantar el liquido dejando de 1 a 2 ml. del fondo de
cada tubo.

.y

$t
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Resuspender esta porcién en solucién salina amorti-—-
guadora de veronal a 1/50 de su volumen original.
Solucion A:

Acido dietilbarbiturico

......... tasesasssssscaraans 4.6 gr
c.C].z.zﬂzo "B s saerrans s s e Sesessesaas *edtssavenss .. 0-2 gl‘
m12.w20 2 s0sees L g T T 1-0 gr

Disolver en 500 ml. de agua destilada a 90°C. Enfriar antes de

mezclar con la solucidn B,

Solucién B:

NaCl ........ cerecans tecereecancs canreeanns ceseenna . 83.8 gr
BNaCO, .......... treecteccnananas saersenn seseasrss.. 2.52 gr
Dietilbarbiturato de s0dio ........... tevenen srencea 3.00 gr

Disolver en 500 ml. de agua destilada. Mexclar las soluciones-
AyByadiluir a dos litros. Ajustar el pH de 7.3 a 7.5.

Al afiadir la solucidn amortiguadora, si el wolumen -
origimldealdodelqmuhd.ri“.lmtrim.n-
un litro, se debe resuspender sdio em 20 ml. de solucidén amorti
guadora (1/50 de vol. primitivo). Afiadir femnol licuado (0.5 ml-
por 100 ml. del amortiguador) como conservador.

Antes de probar el antigeno se debe dejar reposar du-

rante dos a tres sesanas a 37°C o en agua hirviendo durante 30-
minutos.
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