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Resumen

Antecedentes: Está documentado que diversas especies de
micoplasmas son causa importante de morbilidad y mortali-
dad por neumonía en humanos y modelos animales. Objeti-
vo: Determinar las lesiones en tracto respiratorio causadas
por Mycoplasma fermentans. Material y métodos: Dieciocho
hámsters recibieron vía intratraqueal cultivo de Mycoplasma
fermentans a una concentración de 106 UFC y fueron sacrifica-
dos tres ejemplares los días 5, 15, 30, 60, 80 y 120 posinoculación.
Se obtuvieron muestras de suero para la detección de
anticuerpos contra Mycoplasma fermentans por medio de la
técnica de inhibición metabólica. Los pulmones se extrajeron
para el aislamiento por cultivo y el estudio histológico. Resul-
tados: La detección de anticuerpos resultó negativa en el
total de las muestras. Mycoplasma fermentans persistió en
tracto respiratorio durante todo el experimento y los
hámsters infectados mostraron evidencia histológica de infla-
mación pulmonar. Los micoplasmas colonizan de forma pri-
maria mucosas, entablando una asociación con las células

Abstract

Background: Mycoplasmas cause significant morbidity and
mortality by pneumonia in humans and murine models. Ob-
jective: To evaluate the damage of Mycoplasma fermentans
infection in respiratory tract. Hamsters were intratracheally
inoculated with 106 CFU of Mycoplasma fermentans and sacri-
ficed during 5, 15, 30, 60, 80 and 120 days postinoculation.
Blood serum was obtained to detected antibodies against
Mycoplasma fermentans by  metabolic inhibition test.  The
lungs were removed aseptically to do the isolate in culture
and histological study. Results: Serum anti-Mycoplasma
fermentans antibodies titers were negative in all samples.
Mycoplasma fermentans persisted in the respiratory tract for
the entire 120 days studied and all hamsters became infected
and developed histologic evidence of pulmonary inflamma-
tion. Mycoplasmas are primarily mucosal pathogens, living a
parasitic existence in close association with epithelial cells of
their host, usually in the respiratory or urogenital tracts.
Animal models developed to investigate the potential role of
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epiteliales de su hospedero, usualmente en tracto urogenital o
respiratorio. Los modelos animales han permitido investigar
la participación de los micoplasmas en condiciones crónicas
pulmonares, además de revelar los aspectos histopatológicos
de la enfermedad pulmonar.

mycoplasmas in chronic lung conditions, have also provide
insight into the histopathological aspects of lung disease.

Introducción

os micoplasmas son microorganismos pro-
cariontes simples que carecen de pared ce-

lular, de vida libre, capaces de autorreplicarse y
se consideran agentes etiológicos de diversas en-
fermedades en animales y en el ser humano. En
este último se ha establecido que pueden provo-
car trastornos en la función inmunológica.1-5

La patogénesis de la infección por micoplas-
mas involucra procesos complejos influenciados
por antecedentes genéticos del hospedero y del
microorganismo, de factores ambientales y de
la presencia de otros agentes infecciosos. Aun-
que algunos factores de virulencia de ciertos
micoplasmas han sido descritos, aún no se es-
clarecen en su totalidad los mecanismos de pa-
togenicidad de los mismos. Esto es debido a la
variabilidad fenotípica que presentan, a la capa-
cidad que tienen de adherirse al tejido, causar
daño celular, alterar y evadir la respuesta inmune
del huésped.6,9 El interés por el estudio de los
micoplasmas como patógenos humanos se pre-
senta después del descubrimiento de Mycoplas-
ma fermentans (cepa incognitus) en muestras de
pacientes con el síndrome de la inmunodeficien-
cia adquirida.10,11

Mycoplasma fermentans juega un papel im-
portante en la patogénesis de infecciones en
humanos, ya que estudios recientes reportan
haber aislado este micoplasma de diversos si-
tios anatómicos, a partir de médula ósea, teji-
do linfoide, tracto genital, tracto respiratorio
y fluido sinovial de pacientes con artritis reu-
matoide.12-14  Además, se ha asociado la infec-
ción por Mycoplasma fermentans con el síndro-

me respiratorio progresivo del adulto (SIRPA)
con o sin enfermedad sistémica en pacientes
VIH negativos.15

En 1993 se reportó el aislamiento de Myco-
plasma fermentans a partir de tres pacientes con
SIRPA, los cuales no fallecieron. En los tres ca-
sos no se detectó agente etiológico conocido,
sólo la presencia de este micoplasma.15

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
daño inducido por Mycoplasma fermentans en el
aparato respiratorio en un modelo experimental.

Material y métodos.
Material biológico

Treinta y seis hámsters dorados (Mesocricetus
auratus) adultos y libres de micoplasmas pro-
porcionados por el bioterio Claud Bernard de
la Benemérita Universidad Autónoma de Pue-
bla se incluyeron en el presente trabajo. Los
ejemplares estuvieron en condiciones contro-
ladas: temperatura entre 18 y 26 oC, hume-
dad relativa de 40 a 70%, periodo de luz con
12 horas de requerimiento al día, ventilación
con 8 a 10 recambios totales por hora y ali-
mentados a base de nutricubos purina y agua
ad libitum.

Mycoplasma fermentans se cultivó en caldo
Eaton (65 mL de agua destilada, 2 gramos de
base para micoplasmas DIFCO Laboratories,
1 mL de rojo de fenol al 0.4%, 10 mL de dia-
lizado de levadura, 25 mL de suero de caballo
Hy Clone, 200 UI/mL de penicilina), incubán-
dose  a 37 ºC. La concentración del inóculo
(106 UFC/mL) se ajustó por medio de dilucio-
nes decimales.

L
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Administración del cultivo
bacteriano

Dieciocho hámsters recibieron 50 µL de cultivo
bacteriano vía intratraqueal a una concentración
de 106 UFC/mL (grupo experimental). Dieciocho
hámsters no recibieron tratamiento alguno (gru-
po control). A partir del día de la administración
del cultivo bacteriano se sacrificaron tres anima-
les, tanto del grupo experimental como del de
control, durante los días 5, 15, 30, 60, 80 y 120
posteriores a la administración.

Extracción y procesamiento
de las muestras

Durante todo el experimento, el manejo de los
animales, la anestesia y los cuidados quirúrgicos
fueron efectuados apegándonos a lo establecido
en “Guide for the care and use of laboratory ani-
mal of USA”.16

Los hámsters fueron anestesiados con 0.15 µL
de pentobarbital sódico vía intraperitoneal, se
pesaron y a cada uno se le realizó toma sanguínea
vía cardiaca (10 mL), de la cual se vertió 0.1 mL
en 0.9 mL de caldo Eaton y se incubó a 37 ºC
durante tres días; enseguida se sembraron 5 µL
de cada muestra en placas de agar, incubándose a
37 ºC durante tres días, con la finalidad de corro-
borar la presencia del micoplasma. El resto de la
sangre fue vertida en tubos con anticoagulante
EDTA y sin anticoagulante. A las muestras con
anticoagulante se les determinó cuenta total de
glóbulos blancos, cuenta diferencial de leucocitos
y hematócrito. Las muestras libres de anticoagu-
lante se centrifugaron a 3,000 rpm durante 10
minutos para obtener suero y realizar la prueba
de inhibición metabólica para la detección de an-
ticuerpos contra Mycoplasma fermentans.

A cada ejemplar, bajo condiciones de asepsia,
se le extrajo los siguientes órganos y tejidos: co-
razón, pulmones, bazo, hígado, cerebro, tráquea
y sinovias de ambas rodillas. Una fracción (1 gra-

mo) de cada una de estas muestras fue resuspen-
dida en 1 mL de caldo Eaton, incubándose a 37
ºC durante tres días, enseguida se sembraron 5
µL en agar incubándose a 37 ºC durante ocho
días, siendo observadas al microscopio estereos-
cópico diariamente.

Los pulmones se fijaron en formol al 10% para
su posterior estudio histológico y teñidos con la
técnica de hematoxilina-eosina.

Para la detección del ADN de Mycoplasma fer-
mentans se tomaron 500 µL de los cultivos de
los diferentes órganos, centrifugándose a 14,000
rpm durante 15 minutos a 4 ºC. Al botón resul-
tante se le adicionaron 100 µL de solución de
lisis A+B+K, incubándose a 60 ºC durante una
hora y conservadas a 4 ºC. Las muestras se am-
plificaron en un termociclador programable,
conteniendo la mezcla de reacción: 10 mM de
Tris-HCl (pH 8.5) 200 µM de cada dNTP´s, 50
mM de KCl, 3.5 mM de MgCl2, 2.5 U de enzima
Taq polimerasa, 0.3 µM de cada iniciador (Gib-
co BRL), 4% de dimetilsulfóxido, 5 µL de la
muestra problema y una gota de aceite mineral
estéril, para un volumen final de 50 µL de mues-
tra. La amplificación se realizó bajo el siguiente
esquema: desnaturalización a 94 ºC durante un
minuto, alineación a 50 ºC un minuto y polimeri-
zación a 72 ºC por un minuto (40 ciclos). Final-
mente se da una extensión durante 5 minutos.
En seguida se preparó un gel al 2% teñido con
bromuro de etidio (10 mg/mL), colocándose 8
µL de cada uno de los productos amplificados
más 2 µL de azul de bromofenol. El corrimiento
electroforético fue a 70 voltios durante 90 mi-
nutos y los resultados se observaron en un anali-
zador de imágenes (SYNGENE). Los iniciado-
res utilizados (RW004 y RW005) amplifican un
fragmento de 207 pares de bases.

Los datos referentes a la cuenta total de gló-
bulos blancos, cuenta diferencial de leucocitos
y hematócrito fueron evaluados con la prueba
estadística t de Student (Software INSTAT ver-
sión 2).
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Resultados

Cuatro ejemplares experimentales presentaron:
hipotermia, temblor, rigidez articular, incremen-
to en el ritmo respiratorio, pérdida del equilibrio,
hepatomegalia y pérdida progresiva en el peso
corporal, muriendo en los días 60, 69 y 97.

La cuenta total de glóbulos blancos mostró
incremento por parte del grupo experimental,
principalmente en los días 5, 15, 80 y 120 pos-
inoculación, presentando diferencia significativa
(P < 0.05).

Los datos de la cuenta diferencial estuvieron
dentro de los valores de referencia, para neutró-

filos 15 a 45% y linfocitos 50 a 95%, sin diferen-
cia significativa (P > 0.05) respecto al grupo con-
trol. Los resultados del hematócrito estuvieron
dentro de los valores de referencia reportados
39 a 59%.

La detección de anticuerpos para Mycoplas-
ma fermentans por medio de la prueba de inhi-
bición metabólica resultó negativa en el total de
las muestras.

Mycoplasma fermentans se aisló durante las seis
fechas de sacrificio a partir de tráquea, pulmón y
bazo, y en todos los tejidos en los días 80 y 120
(cuadro I).

Los ejemplares experimentales presentaron a
nivel pulmonar, a partir del día 5 posinoculación,
infiltrados de linfocitos y células plasmáticas, zo-
nas de hemorragia interalveolar mínima, la cual a

       Cuadro I. Sitio anatómico y fecha postinoculación donde se recuperó a  Mycoplasma fermentans.

Sinovia Sinovia
Día Corazón Pulmón Hígado Bazo Cerebro Tráquea derecha izquierda Sangre

5 - + + + - + -  - -
15  - +  - + - + - - +
30 + + - + - + -  - +
60 + + + + + + + + +
80 + + + + + + + - +

120 + + + + + + + + +

Figura 1. Corte histológico de pulmón experimental, sacrifi-
cado el día 80 posinoculación, se observa engrosamiento de
los tabiques interalveolares por reacción inflamatoria de pre-
dominio mononuclear. Teñidos con la técnica de hematoxilina
y eosina (20X).

Figura 2. Corte histológico de pulmón control, no se obser-
van alteraciones en el tejido (10X).
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partir del día 15 evolucionó progresivamente con
engrosamiento de los tabiques interalveolares
(figura 1), las muestras control no presentaron
alteración (figura 2).

La detección de ADN de Mycoplasma fermen-
tans a partir de los extractos obtenidos de los
cultivos realizados de corazón, pulmón, bazo, trá-
quea y sangre resultó positiva (figura 3).

Discusión

Las variaciones en el peso presentaron tendencia
a disminuir durante los 120 días en los ejemplares
experimentales, relacionando este efecto al pro-
ceso infeccioso que condicionó alteraciones fisio-
lógicas y por consiguiente la pérdida de peso.

Con respecto al análisis de los elementos san-
guíneos, las variaciones observadas se atribuyen a
la exposición al microorganismo, ya que cualquier
antígeno que induzca la utilización, destrucción o
que altere la producción, resultará en cambios en

la cuantificación de las células sanguíneas. Los da-
tos aquí presentados concuerdan con otros re-
portados donde los valores sanguíneos no pre-
sentaron variaciones durante la infección
experimental en ratones y primates.17-18

La nula detección de anticuerpos para Myco-
plasma fermentans está relacionada con los siste-
mas genéticos que ha desarrollado y que hacen
posible su relación con los tejidos del huésped,
básicamente por medio de proteínas de superfi-
cie. La variabilidad en la generación de estas pro-
teínas parece estar involucrada con la capacidad
para evadir la respuesta inmunológica. La proteí-
na de superficie P29 confiere diversidad antigéni-
ca a Mycoplasma fermentans, presentando un pa-
pel importante en lo que respecta a la variación
fenotípica. El gen (p29) que codifica a la proteína
ha sido identificado en varias cepas de Mycoplas-
ma fermentans (K-2, SK-5, MY-2, cepa incogni-
tus) y en cinco cultivos de pacientes positivos al
síndrome de la inmunodeficiencia adquirida.19-21

Por tanto, la capacidad de variabilidad en la super-
ficie celular contribuye a la supervivencia de este
micoplasma, particularmente cuando el recono-
cimiento por parte del huésped es específico a
proteínas de superficie, causando cambios en la
respuesta inmunológica.21,22 Además,  se ha re-
portado que la detección de anticuerpos es tar-
día y transitoria en primates infectados con este
microorganismo.18

El haber reaislado a Mycoplasma fermentans en
diversos tejidos permite sugerir que el microor-
ganismo presenta la capacidad para invadir dife-
rentes órganos, por medio de la fusión a linfoci-
tos T de acuerdo al trabajo reportado por
Dimitrov y colaboradores (1993), además la ad-
herencia y penetración al epitelio celular son as-
pectos importantes en los mecanismos de pato-
genicidad que presentan los micoplasmas.20-24

Las alteraciones causadas a nivel pulmonar se
relacionan con la capacidad que tienen los mico-
plasmas para atacar la superficie de células del
huésped induciendo ciliostasis, hiperplasia y me-

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% que mues-
tra los productos amplificados a partir de los aislamientos
realizados. (1) marcador de peso molecular (1 kb), (2) con-
trol negativo, (3) control positivo, (4-6) muestras de sinovia
derecha, sinovia izquierda e hígado, (7 y 8) muestras de cora-
zón y pulmón, (9) muestra de cerebro y (10-12) muestras de
bazo, tráquea y sangre.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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taplasia epitelial. Aunado a estos procesos se ob-
serva la producción de lipasas, proteasas, nuclea-
sas y peróxido de hidrógeno, lo cual contribuye
al daño epitelial, afectándose también los canales
de transporte para sodio y potasio, resultando en
ciliostasis.25-28

Es importante plantear que una excesiva o in-
apropiada activación de neutrófilos puede resul-
tar en inflamación y daño severo al tejido, contri-
buyendo con esto a la patología de enfermedades
no infecciosas. En relación a esto debemos consi-
derar que estímulos endógenos y/o exógenos
pueden actuar sinérgicamente e inducir hiperreac-
tividad y daño pulmonar agudo, caracterizado por
la inflamación neutrofílica, edema, hiperpermeabi-
lidad y fibrosis pulmonar, favoreciendo la suscep-
tibilidad a infecciones microbianas.29-32 Lo anterior
permite precisar la relevancia y aplicabilidad de
este trabajo en el laboratorio de patología clínica,
ya que en ciertas ocasiones se presentan biopsias
humanas que cursaron con infección por mico-
plasmas y no se tiene referencia de los daños pro-
ducidos por estos microorganismos.

La prueba de PCR involucró las muestras del
día 60 posinoculación, ya que en este momento
se logró aislar a Mycoplasma fermentans en el to-
tal de las muestras. El reaislamiento coteja con el
trabajo reportado por Hardy y colaboradores
(2001). Respecto a las muestras de sinovia dere-
cha, sinovia izquierda, hígado y cerebro que re-
sultaron negativas para el PCR, se plantea que esta
ausencia en la amplificación del fragmento especí-
fico se debe a una baja concentración de ADN en
dichas muestras.

Conclusión

Diversas especies de micoplasmas pueden esta-
blecerse en infecciones latentes y asociarse con
artritis, leucemia y enfermedad pulmonar cróni-
ca, condicionando alteraciones fisiológicas como
las observadas en el presente estudio experimen-
tal. Por su parte, la variabilidad antigénica que pre-

senta Mycoplasma fermentans da como resultado
que bajo determinadas condiciones la producción
de anticuerpos se presente tardía o transitoria.

El aislamiento posinoculación en los diferentes
sitios anatómicos reportados, plantea la capaci-
dad de estos microorganismos para establecer
una relación estrecha con células huésped y cau-
sar alteraciones de forma crónica. Por tanto, se
considera a este micoplasma como un patógeno
potencial, principalmente cuando el paciente se
presenta inmunosuprimido y el diagnóstico no
presenta a otro agente etiológico.
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