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Resumen

Los micoplasmas se caracterizan por tener un amplio espectro
de hospederos, siendo de interés el estudio de su participa-
cién en padecimientos que presenta el hombre. Principalmen-
te en patologias gastrointestinales y su relacion con la artritis
reactiva en la que recientemente se ha asociado a Mycoplasma
fermentans. A un grupo de ratas se le administré 0.1 mL de
cultivo de Mycoplasma fermentans a una concentracion de 1 x
10° UFC/mL. Se obtuvo suero sanguineo para la deteccién de
anticuerpos contra Mycoplasma fermentans. Se extrajeron es-
témago, intestino y tejido sinovial para realizar el reaislamiento
en cultivo, estudio histolégico y la deteccion de Mycoplasma
fermentans mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
La prueba de inhibicion metabolica mostro la presencia de
anticuerpos contra Mycoplasma fermentans. Por su parte, el
estudio histoldgico reveld lesion a nivel de la vellosidad intesti-
nal e hiperplasia de las membranas sinoviales. La deteccion
con PCR para Mycoplasma fermentans fue negativa.

Abstract

Mycoplasmas are characterized by a wide host spectrum,
resulting interesting the fact that they play an important role
in human diseases. Mainly in gastrointestinal pathologies and
their relationship with the reactive arthritis, which recently
has been associated to Mycoplasma fermentans. Mycoplasma
fermentans culture (0.1 mL), 1 x 10° CFU/mL was supplied
orally to a group of rats. Blood serum was obtained to detect
antibodies against Mycoplasma fermentans. Stomach, intes-
tine and synovial tissue were extracted to do the isolate in
culture, histological study and Mycoplasma fermentans detec-
tion by PCR. The metabolic inhibition test showed antibodies
against Mycoplasma fermentans; whereas histological study
showed intestinal damage and inflammation of the synovial
membrane. Mycoplasma fermentans detection by PCR was
negative.
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Introduccion

urante los ultimos afios se han incrementado

los reportes referentes a la presencia del ADN
de diversas especies de micoplasmas en biopsias de
pacientes con enfermedad intestinal inflamatoria. La
alta prevalencia de Mycoplasma pneumoniae en suje-
tos con enfermedad intestinal inflamatoria sugiere
gue este micoplasma es ubicuo y puede persistir en
la mucosa intestinal. De tal forma, los estudios epi-
demiolégicos plantean que la adquisicion de algunos
microorganismos se presenta durante etapas tem-
pranas de la vida, considerandose a los micoplasmas
como agentes implicados en la patogenia de la enfer-
medad intestinal inflamatoria.®

Se ha establecido que el cancer gastrico puede
ser causado por una infeccion crénica debida a
Helicobacter pylori, microorganismo que induce
citocinas inflamatorias y estrés oxidativo. Sin em-
bargo, similitudes patogénicas entre micoplasmas
y Helicobacter pylori, ademas de diversos facto-
res de riesgo adicionales en la génesis del cancer
gastrico, permiten plantear esta investigacion con
la finalidad de elucidar el posible papel de Myco-
plasma fermentans en patologias gastrointestina-
les y su relacion con la artritis reactiva. Por lo an-
terior, se sugiere que el tracto digestivo puede
servir como puerta de entrada a los microorga-
nismos responsables de la artritis reactiva, sien-
do importante aclarar el mecanismo por el cual
los antigenos de los micoplasmas llegan a la arti-
culacion, ya que la persistencia de éstos juega un
papel importante en la patogenia de la inflamacion
aguda y cronica.*”

Los micoplasmas son microorganismos impli-
cados con diversas afecciones como son: uretritis
no gonocacica, parto prematuro, neumonia no in-
tersticial, vaginitis, enfermedad pélvica, pielonefri-
tis, fiebre postparto, rompimiento prematuro de
membranas, parto pretérmino y artritis, ademas
de que se han relacionado diversas especies de mi-
coplasmas como cofactores del virus de la inmu-
nodeficiencia adquirida.®® Lo anterior pone en cla-

ro que los micoplasmas tienen afinidad por diver-
sos tejidos, permitiendo sugerir que pueden colo-
nizar y causar dafio en el tracto digestivo. Al pare-
cer, los micoplasmas detectados en las muestras
de pacientes con gastritis inducen los mismos da-
fios que Helicobacter pylori, respecto al papel que
tienen en la etiologia del cancer géastrico. Es sabido
gue los micoplasmas no fermentativos, como son
M. salivarium, M. orale, M. faucium y M. spermato-
philum, producen amonio a partir de la arginina,
causando dafio celular y neutralizando el acido gas-
trico. Por su parte, M. fermentans, microorganis-
mo que se analiza en este trabajo, tiene capacidad
fermentativa y no fermentativa, lo cual lo hace un
candidato idéneo para causar dafio gastrointesti-
nal.12 E| objetivo del presente trabajo fue evaluar
la posible participacién de Mycoplasma fermentans
en patologias gastrointestinales y su relacién con la
artritis reactiva.

Material y métodos

Material biol6gico. Treinta ratas machos (Rat-
tus norvergicus) con un peso promedio de 200
gramos fueron proporcionadas por el Bioterio
Claud Bernard de la Benemérita Universidad Au-
ténoma de Puebla, las cuales se incluyeron en el
trabajo experimental. Dichos ejemplares estuvie-
ron bajo las siguientes condiciones: temperatura
entre 18 y 26 °C, humedad relativa de 40 a 70%,
periodo de luz con 12 horas de requerimiento al
dia, ventilacion con ocho a 10 recambios totales
por hora y alimentados con base en nutricubos
purina y agua ad libitum.

La cepa bacteriana Mycoplasma fermentans es
parte del cepario del laboratorio de micoplasmas
del Centro de Investigaciones Microbioldgicas del
ICBUAR Mycoplasma fermentans se cultivé en cal-
do Eaton (65 mL de agua destilada, dos gramos
de base para micoplasmas DIFCO Laboratories,
1 mL de rojo de fenol al 0.4%, 10 mL de dializa-
do de levadura, 25 mL de suero de caballo Hy
Clone, 200 Ul/mL de penicilina), incubandose a
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37 °C. La concentracion del in6culo (1 x 108 UFC/
mL) se ajusté por medio de diluciones decimales.

Administracion del cultivo bacteriano y
procesamiento de las muestras. A 20 ratas se
les administré via oral 0.1 mL del cultivo bacte-
riano a una concentracion de 1 x 10° UFC/mL de
Mycoplasma fermentans, cada ocho dias durante
un mes. Los restantes diez ejemplares no reci-
bieron inéculo (grupo control). Cada ocho dias
se realiz6 toma de muestra sanguinea por pun-
cion cardiaca (10 mL), de la cual 0.5 mL se resus-
pendi6é en 1 mL de caldo Eaton, incubandose a
37 °C con la finalidad de reaislar al micoplasma. El
volumen restante de sangre se centrifugd a 5,000
revoluciones por minuto (RPM) durante cinco
minutos para la obtencion del suero para la de-
teccién de anticuerpos contra Mycoplasma fer-
mentans por medio de la técnica de inhibicion
metabdlica. Transcurridos los 30 dias, los ejem-
plares fueron sacrificados con la administracion
de 0.5 mL de pentobarbital sédico via cardiaca.
Después se les realizd diseccion ventral para ob-
tener estdbmago e intestino delgado, de los cuales
0.5 g fueron resuspendidos en 1 mL de caldo
Eaton e incubaron a 37 °C hasta que se presentd
el vire del indicador (tres a cinco dias); a conti-
nuacion se realizé la resiembra de cada muestra
(5 uL) en agar Eaton incubandose a 37 °C para
verificar el reaislamiento de Mycoplasma fermen-
tans por medio de microscopia estereoscopica;
otra fraccién (0.1 g) se utilizé para la deteccién
de Mycoplasma fermentans mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). También se reali-
z6 diseccion en la cavidad articular de ambas ro-
dillas para extraer el tejido sinovial, del cual una
fraccion (0.1 g) se resuspendio en 1 mL de caldo
Eaton e incub6 a 37 °C hasta que se present6 el
vire del indicador (tres a cinco dias); a continua-
cién se realizo la resiembra de cada muestra
(5 uL) en agar Eaton e incubandose a 37 °C para
verificar el reaislamiento de Mycoplasma fermen-
tans por medio de microscopia estereoscopica;
otra fraccién (0.1 g) se utilizé para la deteccién

de Mycoplasma fermentans con PCR. El resto de
los tejidos (estdbmago, intestino y tejido sinovial)
se fijaron en formol al 10% para realizar cortes
histologicos y tefiirlos con la técnica de hema-
toxilina y eosina, con la finalidad de observar po-
sibles alteraciones histopatoldgicas.

Extraccién de ADN y técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). De cada
uno de los tejidos (estdbmago, intestino y tejido
sinovial) se resuspendieron 0.1 g en 1 mL de
buffer de lisis que contenia 10 mM de Tris-HCI
(pH 8.5), 10 mM de KClI, 2.5 mM de MgCl,, 1%
Tween-20, 1% Triton X-100 y 5 mg/mL de pro-
teinasa K. Incubandose la suspensién celular du-
rante una hora a 60 °C, con dicha suspension se
realizo la técnica de PCR.%

Los iniciadores AR1 y AR2 utilizados amplifi-
can un fragmento de 301 pb, reconociendo una
secuencia conservada del ARNr en treinta espe-
cies de micoplasmas. Y para detectar el género
Mycoplasma fermentans se utilizaron los iniciado-
res RWO004 y RW005 que amplifican un fragmen-
to de 207 pb.%

Las muestras se amplificaron en un termocicla-
dor programable (Mini Cycler MJ Research, Inc.).
La mezcla de reaccion contenia 10 mM de Tris-HCI
(pH 8.5) 200 uM de cada dNTP”s, 50 mM de KClI,
3.5 mM de MgCl,, 2.5 U de enzima Taq polimerasa,
0.3 uM de cada iniciador (Gibco BRL), 4% de di-
metilsulféxido, 5 uL de la muestra problema y una
gota de aceite mineral estéril, para un volumen final
de 50 uL de muestra. La amplificacion se realizo
bajo el siguiente esquema: desnaturalizacion a 94 °C
durante un minuto, alineacién a 50 °C un minuto y
polimerizacién a 72 °C por un minuto (40 ciclos),
finalmente se da una extension durante cinco minu-
tos. En seguida se preparé un gel al 2% tefiido con
bromuro de etidio (10 mg/mL), colocandose 8 uL
de cada uno de los productos amplificados mas 2
uL de azul de bromofenol, el corrimiento electro-
forético fue a 70 voltios durante 90 minutos y los
resultados se observaron en un analizador de iméa-
genes (SYNGENE).
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Resultados y discusion

A partir de los sueros obtenidos de los ejempla-
res incluidos en el trabajo, y por medio de la téc-
nica de inhibicién metabdlica, se detectaron anti-
cuerpos contra Mycoplasma fermentans en las
muestras de suero total; en las muestras de sue-
ro control la deteccidn de anticuerpos resultd
negativa. La deteccion de anticuerpos en las mues-
tras de suero total se relaciona con la capacidad
de variabilidad en la superficie celular de Myco-
plasma fermentans que contribuye a su supervi-
vencia, particularmente cuando el reconocimien-
to por parte del sistema inmunoldgico del
hospedero es especifico a proteinas de superfi-
cie, causando cambios en las reacciones inmuno-
I6gicas, ademés hay que considerar la capacidad
intracelular de este micoplasma, mimetizandose
y evadiendo la respuesta inmunoldgica.'>°

La evaluacion microscépica del estomago, in-
testino y tejido sinovial no revel6 alteracién algu-
na. Por su parte, el estudio histol6gico mostré
gue las muestras de estdmago, tanto control como
experimental, no presentaron alteracion. Los cor-
tes histoldgicos de muestras de intestino experi-
mental presentaron cambios en su estructura,
principalmente a nivel de la vellosidad intestinal
(figura 1). Los tejidos sinoviales de los ejemplares
experimentales presentaron hiperplasia de lamem-
brana y zonas con remocion de tejido adiposo
por tejido conectivo (figura 2). El dafio inducido
por Mycoplasma fermentans en intestino y tejido
sinovial se relaciona con la capacidad de inducir la
secrecion de interleucina 1-beta y factor de ne-
crosis tumoral en macrdéfagos, siendo estos even-
tos cruciales en la expresion de citocinas proinfla-
matorias.?

El reaislamiento en cultivo sélido para Myco-
plasma fermentans en muestras de estomago, in-
testino y tejido sinovial resulto negativo, tanto en
muestras control como experimentales. Explican-
dose gue el dafio fue inducido por la presencia de
antigenos propios del microorganismo y/o por la

Figura 1. Corte histoldgico del intestino de una rata experi-
mental. Se observa dafio a nivel de la vellosidad intestinal
(V1). (Tefiido con hematoxilina y eosina, 10X).

Figura 2. Corte histologico del tejido sinovial de un ejemplar
experimental. Presenta hiperplasia de la membrana sinovial
(HMS) e intercambio del tejido adiposo (TA) por tejido
conectivo (TC). (Teflido con hematoxilina y eosina, 20X).

formacién de complejos inmunes, condicionando
una respuesta inmunoldgica inespecifica.?:22
Con la finalidad de confirmar los reaislamien-
tos, se realiz6 la prueba de PCR especifica para la
especie de Mycoplasma fermentans, no obtenién-
dose amplificacion del fragmento de 207 pb en el
total de las muestras. La nula amplificacion del
material genético se puede condicionar a una baja
concentracion de ADN en las muestras debido a
la capacidad intracelular que presenta Mycoplas-
ma fermentans, o también pudo deberse a que el
microorganismo ya no se localizaba en dicho sitio
anatémico, es decir por su capacidad para migrar
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a otros sitios anatdmicos por medio de la fusién a
linfocitos T.123

Conclusioén

Es importante sefialar que no se habia logrado la
deteccion de anticuerpos para Mycoplasma fer-
mentans, después de inocularlo a una concentra-
cion de 1 x 10° UFC/mL por las vias intraperito-
neal, articular o intratraqueal en diversos modelos
animales. En el presente trabajo si se detectaron
anticuerpos contra Mycoplasma fermentans 30 dias
después de la inoculacién via oral con 1 x 106 UFC/
mL. Por su parte, la evaluacion histol6gica mos-
tro alteraciones a nivel de la vellosidad intestinal
hiperplasia de la membrana sinovial. El reaislamien-
to del microorganismo viable y la deteccién del
ADN especifico para Mycoplasma fermentans re-
sultd negativo en el total de las muestras.
Considerando los antecedentes que mencionan
la participacion de Mycoplasma hominis y Mycoplas-
ma fermentans como potenciales agentes etiol6gi-
cos de la artritis reactiva y en relacién a los resulta-
dos obtenidos, se plantea que Mycoplasma fermentans
participa en la etiologia de la artritis reactiva.
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