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Resumen

La importancia médica de los micoplasmas se debe a su
relacién con diversas enfermedades como las articul ares, del
tracto respiratorio, tracto urogenital; incluso se les ha consi-
derado como cofactor del sindrome de la inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). Se estudio la viabilidad de los micoplas-
mas en presencia de diversos antibiéticos que no interfieran
en su metabolismo y facilitan su aislamiento. Mycoplasma
fermentans en presencia de | os antibi6ticos vancomicina, ba-
citracina, ceftriaxona, netilmicina'y amikacina present6é un
metabolismo lento, respecto a los deméas micoplasmas eva-
luados. Mycoplasma penetrans, Mycoplasma pirum, Myco-
plasma hominisy Mycoplasma pneumoniae presentaron cre-
cimiento alas 24 horas en presencia de | os antibiéticos utili-
zados.

Palabras clave: Micoplasmas, viabilidad, medio de culti-
Vo, aislamiento.

Summary

Medical importance of mycoplasmasis related with var-
ious illnesses such as joint, respiratory and urogenital tract
diseases. It has even been considered as cofactor of the ac-
quired immunodeficiency syndrome (AIDS). Viability of
mycoplasmawas studied in various culture mediawith dif-
ferent antibiotics that do not interfere with its metabolism
and facilitate itsisolation. Mycoplasma fermentansin pres-
ence of vancomycin, gentamycin, bacitracin, ceftriaxone,
netilmycin and amykacin shows aslow metabolism, in com-
parison with other mycoplasmas. Mycoplasma penetrans,
Mycoplasma pirum, Mycoplasma hominis and Mycoplasma
pneumoniae presented growth at 24 hours in presence of
these antibiotics.

K ey wor ds: Mycoplasmas, viability, culture medium, iso-
lation.

Introduccion

L os micoplasmas representan a los microorganismos de
vida libre autorreplicabl es mas pequefios hasta ahora descri-
tos. Ademas presentan caracteristicas fenotipicas y genotipi-
cas particulares como son la ausencia de pared celular, for-
mas pleomdrficas, un genoma reducido pero con informa-
cion genética capaz de sintetizar diversos tipos de enzimas
gue les han permitido destacar como parasitos exitosos.!

Son 16 | as especies de micoplasmas |as que se han aislado
apartir detgjidos o fluidos de humanos. El sitio de coloniza-
cion y su substrato metabdlico son esencial es para mantener
su viabilidad tanto en sus hospederos como en medios de
cultivo.?

Mycoplasma pneumoniae se reconoce como un patégeno
comun respiratorio, particularmente en gente joven, repor-
tandose que causa un 20% de los casos de neumonia en la
poblacién en general. Mycoplasma hominis estéinvolucrado
con laenfermedad inflamatoria pélvica, endometritis pospar-
to y en neonatos se considera agente causal de meningitis.®*
Ademés este micoplasma se asocia a otras infecciones como
laprostatitisy cistitis.®

Aislamientosfrecuentes de Mycoplasma penetransy Myco-
plasma fermentans se han reportado de pacientes con €l sin-
drome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA), los aisla-
mientos se han hecho a partir de médula ésea, articulaciones,
tracto respiratorio y urogenital.®

El aislamiento de micoplasmas representa un problema
en el laboratorio, ya que estos microorganismos son muy
exigentes desde el punto de vista nutricional y sensibles a
los cambios de pH. De tal forma cuando se intenta realizar
un aislamiento primario apartir de unamuestra, la cual vie-
ne acompafiada del resto de la flora microbiana propia del
sitio anatémico del cual se tomé en el hospedero, comun-
mente no selogran aislar viables alos micoplasmas. Escierto
gue existen las técnicas de biologiamolecular que permiten
determinar la presencia del material genético de los micro-
organismos, pero en ciertas ocasiones se requiere de recu-
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perarlos viables para estudios diversos. Por tanto, la combi-
nacion de un medio de cultivo paramicoplasmas, como pue-
de ser el caldo Eaton o €l SP-4, con una mezcla de antibié-
ticos que no interfieran en su metabolismo se plantea en el
presente trabgjo.

Material y métodos
Material bioldgico

Las cepas de referencia Mycoplasma pneumoniae (cepa
Eaton), Mycoplasma pirum, Mycoplasma hominis PG21,
Mycoplasma fermentans PG-18 y Mycoplasma penetrans
GTU-54 fueron proporcionadas por €l cepario del laborato-
rio de micoplasmas del Centro de Investigaciones Microbio-
|6gicasdel Instituto de Ciencias delaUniversidad Auténoma
de Puebla (CIM-ICBUAP).

M edios de cultivo

Caldo Eaton para micoplasmas: 65 mL de agua destilada,
2 g de base para micoplasmas Becton Dickinson, 0.5 g de
dextrosa, 1 mL de rojo de fenol al 0.4%, 25 mL de suero de
caballo Hy Clone, 10 mL de dializado de levadura.

Agar Eaton: 65 mL de agua destilada, 2.0 g de base para
micoplasmas Becton Dickinson, 0.5 g de dextrosa, 1.3 g de
agar bacteriol 6gico, 25 mL de suero de caballo Hy Clone, 10
mL de dializado de levadura

Cultivo delas cepas

En caldo Eaton se cultivaron las cepas a 37° C bajo condi-
ciones aerobias, unavez obtenido €l crecimiento de cada una
de las cepas de micoplasmas se procedi6 a gjustar €l inéculo
con el cual setrabgjaria (1x10° UFC/mL) por medio de dilu-
ciones decimales. El in6culo se confirmé resembrando 5 pL
deloscultivos en agar Eaton, incubandosea 37° Cy realizan-
do la cuenta al microscopio estereoscopico.

Antibidticos evaluados en el trabajo

Se utilizaron los antibiéticos amikacina 30 pg, vancomi-
cina 30 pg, netilmicina 30 pg, gentamicina 10 pg, ceftriaxo-
na 30 ug, trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 25 ug, bacitra-
cina 10 Ul y penicilina 10 Ul (Sensi-Disc Becton Dickinson
and Company BBL ™).

Esquemadetrabajo |

Cadaunadelas cepas utilizadas se sometieron a siguiente
tratamiento: en series de ocho tubos se depositaron 800 pL
de caldo Eaton més 200 pL de cepa (1x10° UFC/mL) y un
Sensi-Disc Becton Dickinson de cada uno de los antibi6ticos
ensayados (cuadro 1), las muestras se incubaron a 37° C has-
tapresentarse el vire del indicador metabdlico (24-72 horas).
Cada serie de ocho tubos se repitié diez vecesy contaron con
sus cultivos control por duplicado. A partir de cadaunadelas
muestras se resembraron 5 L en agar Eaton y seincubaron a
37° C para corroborar la viabilidad de los micoplasmas por
medio de microscopia estereoscépica.

Esquemadetrabajo |

Cadaunadelas cepas utilizadas se sometieron a siguiente
tratamiento: en series de cuatro tubos se depositaron 800 pLL
de caldo Eaton més 200 pL de cepa (1x10° UFC/mL) y com-
binaciones de antibi6ticos (cuadro 2), las muestras seincuba-
ron a37° C hastapresentarse el vire del indicador metabdlico
(24-72 horas). Cada serie serepiti6 diez vecesy contaron con
sus cultivos control por duplicado. A partir de cadaunadelas
muestras se resembraron 5 L en agar Eaton y seincubaron a
37° C para confirmar la viabilidad del microorganismo por
medio de microscopia estereoscopica. Los experimentos dos
y tres consistieron en variar las combinaciones de antibi6ti-
cos ensayados (cuadro 2). L os datos obtenidos se sometieron
alapruebaestadisticade Kruskal-Wallis (Software INSTAT
versién 2).

Cuadro 1. Tiempo en horas en que se presenta crecimiento de micoplasmas en presencia de diferentes antibiéticos.

Antibidtico M. pneumoniae M. pirum M. hominis M. fermentans M. penetrans
SXT * 24 h 48 h 24 h 48 h. 48 h
Vancomicina 24 h 48 h 48 h 72 h 24 h
Netilmicina 24 h 48 h 48 h 48 h 24 h
Gentamicina 24 h 24 h 48 h 24 h 24 h
Bacitracina 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h
Ceftriaxona 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h
Amikacina 24 h 48 h 24 h 72 h 48 h
Penicilina 24 h 24 h 24 h 24 h 48 h

* Trimetoprim-sulfametoxazol
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Cuadro 2. Tiempo en horas en que se presenta crecimiento de micoplasmas en presencia de dos antibiéticos.

Antibiéticos M. pneumoniae M. pirum M. hominis M. fermentans M. penetrans
SXT,* ceftriaxona 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h
Penicilina, gentamicina 24 h 48 h 48 h 72 h 24 h
Bacitracina, vancomicina 24 h 48 h 48 h 72 h 48 h
Netilmicina, amikacina 48 h 48 h 72 h 72 h 48 h
SXT,* penicilina 24 h 24 h 24 h 48 h 24 h
Ceftriaxona, gentamicina 48 h 24 h 72 h 72 h 24 h
Bacitracina, netilmicina 24 h 24 h 24 h 48 h 24 h
Vancomicina, amikacina 48 h 48 h 24 h 72 h 24 h
SXT,* bacitracina 24 h 24 h 24 h 48 h 24 h
Vancomicina, gentamicina 24 h 24 h 24 h 48 h 24 h
Penicilina, netilmicina 24 h 24 h 24 h 48 h 48 h
Ceftriaxona, amikacina 48 h 48 h 48 h 72 h 24 h

* Trimetoprim-sulfametoxazol.

Resultados

L os tiempos de crecimiento de los micoplasmas en pre-
sencia de los diferentes antibiéticos presentaron fluctuacio-
nes. La evaluacion estadistica mostré que existe diferencia
significativa (P < 0.05) cuando se somete a Mycoplasma fer-
mentans con los antibidticos vancomicina 'y amikacina res-
pecto alas cuatro especies restantes de micoplasmas (cuadro
1). Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma penetrans pre-
sentan un crecimiento éptimo alas 24 horas en promedio. La
viabilidad de los micoplasmas se corrobord con laresiembra
en agar Eaton, presentédndose el crecimiento caracteristico de
las colonias. Los cultivos control presentaron crecimiento a
las 24 horas.

Al estudiar laviabilidad de |os micoplasmas en presencia
de dos antibiéticos se observé que Mycoplasma fermentans
en presenciade penicilina-gentamicina, bacitracina-vancomi-
cina, netilmicina-amikacina, ceftriaxona-gentamicina, vanco-
mi cina-amikacina o ceftriaxona-gentamicinasu metabolismo
se retardd. La comparacion de los tiempos de crecimiento
entre las especies de micoplasmas con respecto a las doce
combinaciones de antibi éticos presentd unadiferencia signi-
ficativa (P < 0.05) entre M. fermentans y las otras especies
(cuadro 2).

Mycoplasma pneumoniaey Mycoplasma penetransen pre-
sencia de las doce combinaciones de antibidticos tuvieron
crecimiento alas 24 horas. Aungue existieron variaciones en
los tiempos de crecimiento de Mycoplasma pirumy Myco-
plasma hominis en presencia de las combinaciones de anti-
bi 6ticos no hubo diferenciasignificativa (P> 0.05), los culti-
vos control presentaron crecimiento alas 24 horas.

Discusion

L ostrabajos rel acionados alaresistencia de los micoplas-
mas a diferentes antimicrobianos son diversos, por giemploa

nivel mundial los aislamientos clinicos de Mycoplasma ho-
minis presentan resistenciaalastetraciclinas debido alapre-
sencia del determinante de resistencia tetM.” Por otra parte,
se ha demostrado que la actividad de latrovafloxacinaa una
concentracion de 0.25 pg/mL inhibe a 90% de las cepas es-
tudiadas, excepto para las mutantes resistentes a fluorquino-
lonas de Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum.®
La eritromicina presenta actividad favorable inhibiendo to-
das las cepas de Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma
genitaliumaunaconcentracion < 0.015 pg/mL. Mycoplasma
fermentansy Mycoplasma hominisresultan susceptiblesatro-
vafloxacinay sparfloxacina.®®

En relacion a lo expuesto anteriormente, en el presente
estudio se planteo establecer una mezcla de antimicrobianos
gue permitieran mantener viables alos micoplasmas para es-
tudios posteriores. Los datos presentados permiten conside-
rar un medio de cultivo con diferentes combinaciones de an-
timicrobianos que no inhiban el metabolismo de los mico-
plasmasy puedan favorecer su aidlamiento apartir de muestras
clinicas. Lo anterior se establece bagjo € criterio de que los
antimi crobianos que se eval uaron tienen efecto principal mente
anivel de pared celular, estructura no presente en los mico-
plasmas.

Cepas de Mycoplasma fermentans aisladas a partir de hu-
manos durante el afio de 1967 mostraron susceptibilidad a
los antibi 6ticos del tipo aminoglucédsidos en un rango de 0.5-
25 mg/mL ; recientemente cepas de este micoplasmaaisladas
de humanos mostraron una resistencia contra los aminoglu-
cosidos (> 500 mg/mL). Laresistencia a tobramicina, kana-
micina o gentamicina emerge después de siete, ocho y cator-
ce ciclos de exposicion alos antibiéticos, respectivamente.
Ensayos cuantitativos de susceptibilidad a antimicrobianos,
en Mycoplasma fermentans (cepa incognitus), han mostrado
no ser sensiblesalaeritromicina, el antibi6tico utilizado fre-
cuentemente en infecciones de humanos por micoplasmas.
Detal manera se hademostrado que este micoplasmaes sen-
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sibleinvitro alatetraciclina, doxiciclina, cloramfenicol, clin-
damicinay ciprofloxacina.'?

Determinar la susceptibilidad o viabilidad de micoplas-
mas y ureaplasmas contra agentes antimicrobianos es parti-
cularmente dificil, ya que los cultivos no presentan turbidez
y €l in6culo no se puede estandarizar. Por tanto, es recomen-
dable tomar en cuenta estos criterios cuando se requieraais-
lar micoplasmas a partir de muestras clinicas.

Conclusiones

El estudio de la viabilidad de los micoplasmas de interés
médico en presencia de | os diferentes antibiéticos estudiados,
permitié observar que Mycoplasma fermentans presento creci-
miento lento cuando estuvo en presenciade vancomicina, gen-
tamicina, bacitracina, ceftriaxona, netilmicinay amikacina.

Por su parte Mycoplasma penetrans, Mycoplasma pneu-
moniae, Mycoplasma hominisy Mycoplasma pirum, en este
orden, presentaron actividad metabdlicafavorable en presen-
ciade los antibidticos utilizados.
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