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Resumen

Antecedentes: Esta documentado que diversas especies de
micoplasmas son causa importante de morbilidad y mortali-
dad por neumonia en humanos y modelos animales. Objeti-
vo: Determinar las lesiones en tracto respiratorio causadas
por Mycoplasma fermentans. Material y métodos: Dieciocho
hamsters recibieron via intratraqueal cultivo de Mycoplasma
fermentans a una concentracién de 10¢ UFC y fueron sacrifica-
dos tres ejemplares los dias 5, 15, 30, 60, 80y 120 posinoculacién.
Se obtuvieron muestras de suero para la deteccién de
anticuerpos contra Mycoplasma fermentans por medio de la
técnica de inhibicién metabdlica. Los pulmones se extrajeron
para el aislamiento por cultivo y el estudio histolégico. Resul-
tados: La deteccién de anticuerpos resulté negativa en el
total de las muestras. Mycoplasma fermentans persistié en
tracto respiratorio durante todo el experimento y los
hamsters infectados mostraron evidencia histolégica de infla-
macién pulmonar. Los micoplasmas colonizan de forma pri-
maria mucosas, entablando una asociacién 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 10 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 participacion de los micoplasmas en condiciones crénicas
pulmonares, ademas de revelar los aspectos histopatolégicos
de la enfermedad pulmonar.

Introduccion

L os micoplasmas son microorganismos pro-
cariontes simples que carecen de pared ce-
lular, de vida libre, capaces de autorreplicarse y
se consideran agentes etiolégicos de diversas en-
fermedades en animales y en el ser humano. En
este Ultimo se ha establecido que pueden provo-
car trastornos en la funcién inmunolégica.'*

La patogénesis de la infeccién 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, alin no se es-
clarecen en su totalidad los mecanismos de pa-
togenicidad de los mismos. Esto es debido a la
variabilidad fenotipica que presentan, a la capa-
cidad que tienen de adherirse al tejido, causar
dafio celular, alterar y evadir la respuesta inmune
del huésped.®’ El interés por el estudio de los
micoplasmas como patégenos humanos se pre-
senta después del descubrimiento de Mycoplas-
ma fermentans (cepa incognitus) en muestras de
pacientes con el sindrome de la inmunodeficien-
cia adquirida.'®"

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 anatémicos, a partir de médula ésea, teji-
do linfoide, tracto genital, tracto respiratorio
y fluido sinovial de pacientes con artritis reu-
matoide.'>'* Ademas, se ha asociado la infec-
cion por Mycoplasma fermentans con el sindro-

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

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

En 1993 se reportd el aislamiento de Myco-
plasma fermentans a partir de tres pacientes con
SIRPA, los cuales no fallecieron. En los tres ca-
sos no se detectd agente etiolégico conocido,
sélo la presencia de este micoplasma.'®

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

Material y métodos.
Material biolégico

Treinta y seis hamsters dorados (Mesocricetus
auratus) adultos y libres de micoplasmas pro-
porcionados por el bioterio Claud Bernard de
la Benemérita Universidad Auténoma de Pue-
bla se incluyeron en el presente trabajo. Los
ejemplares estuvieron en condiciones contro-
ladas: temperatura entre 18 y 26 °C, hume-
dad relativa de 40 a 70%, periodo de luz con
|2 horas de requerimiento al dia, ventilacién
con 8 a |0 recambios totales por hora y ali-
mentados a base de nutricubos purina y agua
ad libitum.

Mycoplasma fermentans se cultivé en caldo
Eaton (65 mL de agua destilada, 2 gramos de
base para micoplasmas DIFCO Laboratories,
| mL de rojo de fenol al 0.4%, 10 mL de dia-
lizado de levadura, 25 mL de suero de caballo
Hy Clone, 200 Ul/mL de penicilina), incuban-
dose a 37 °C. La concentracién del inéculo
(10 UFC/mL) se ajusté por medio de dilucio-
nes decimales.
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Administracion del cultivo
bacteriano

Dieciocho hamsters recibieron 50 uL de cultivo
bacteriano via intratraqueal a una concentracién
de 10° UFC/mL (grupo experimental). Dieciocho
hamsters no recibieron tratamiento alguno (gru-
po control). A partir del dia de la administracién
del cultivo bacteriano se sacrificaron tres anima-
les, tanto del grupo experimental como del de
control, durante los dias 5, |5, 30, 60, 80 y 120
posteriores a la administracién.

Extraccién y procesamiento
de las muestras

Durante todo el experimento, el manejo de los
animales, la anestesia y los cuidados quirurgicos
fueron efectuados apegandonos a lo establecido
en “Guide for the care and use of laboratory ani-
mal of USA’.'®

Los hamsters fueron anestesiados con 0.15 L
de pentobarbital sédico via intraperitoneal, se
pesaron y a cada uno se le realizé toma sanguinea
via cardiaca (10 mL), de la cual se vertié 0.1 mL
en 0.9 mL de caldo Eaton y se incubé a 37 °C
durante tres dias; enseguida se sembraron 5 uL
de cada muestra en placas de agar, incubandose a
37 °C durante tres dias, con la finalidad de corro-
borar la presencia del micoplasma. El resto de la
sangre fue vertida en tubos con anticoagulante
EDTA vy sin anticoagulante. A las muestras con
anticoagulante se les determiné cuenta total de
glébulos blancos, cuenta diferencial de leucocitos
y hematécrito. Las muestras libres de anticoagu-
lante se centrifugaron a 3,000 rpm durante 10
minutos para obtener suero y realizar la prueba
de inhibicién metabdlica para la deteccién de an-
ticuerpos contra Mycoplasma fermentans.

A cada ejemplar, bajo condiciones de asepsia,
se le extrajo los siguientes 6rganos y tejidos: co-
razén, pulmones, bazo, higado, cerebro, traquea
y sinovias de ambas rodillas. Una fraccién (1 gra-

mo) de cada una de estas muestras fue resuspen-
dida en | mL de caldo Eaton, incubandose a 37
°C durante tres dias, enseguida se sembraron 5
UL en agar incubandose a 37 °C durante ocho
dias, siendo observadas al microscopio estereos-
coépico diariamente.

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

Para la deteccién del ADN de Mycoplasma fer-
mentans se tomaron 500 UL de los cultivos de
los diferentes drganos, centrifugandose a 14,000
rpm durante |5 minutos a 4 °C. Al botén resul-
tante se le adicionaron 100 uL de solucién de
lisis A+B+K, incubandose a 60 °C durante una
hora y conservadas a 4 °C. Las muestras se am-
plificaron en un termociclador programable,
conteniendo la mezcla de reaccién: 10 mM de
Tris-HCI (pH 8.5) 200 uM de cada dNTP s, 50
mM de KCI, 3.5 mM de MgCIZ, 2.5 U de enzima
Taq polimerasa, 0.3 UM de cada iniciador (Gib-
co BRL), 4% de dimetilsulféxido, 5 uL de la
muestra problema y una gota de aceite mineral
estéril, para un volumen final de 50 uL de mues-
tra. La amplificacién se realizé bajo el siguiente
esquema: desnaturalizacién a 94 °C durante un
minuto, alineacién a 50 °C un minuto y polimeri-
zacién a 72 °C por un minuto (40 ciclos). Final-
mente se da una extensién durante 5 minutos.
En seguida se preparé un gel al 2% tefhido 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
electroforético fue a 70 voltios durante 90 mi-
nutos y los resultados se observaron en un anali-
zador de imagenes (SYNGENE). Los iniciado-
res utilizados (RW004 y RWO005) amplifican un
fragmento de 207 pares de bases.

Los datos referentes a la cuenta total de glé-
bulos blancos, cuenta diferencial de leucocitos
y hematécrito fueron evaluados con la prueba
estadistica t de Student (Software INSTAT ver-
sion 2).
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Cuadro . Sitio anatémico y fecha postinoculacién donde se recuperé a Mycoplasma fermentans.
Sinovia  Sinovia

Dia Corazon  Pulmoén Higado Bazo Cerebro  Traquea derecha izquierda Sangre

5 - + + + - + - -

15 - + - + - + - - +

30 + + - + - + - - +

60 + + + + + + + + +

80 + + + + + + + - +

120 + + + + + + + + +

Resultados filos 15 a 45% y linfocitos 50 a 95%, sin diferen-

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 dias 60, 69 y 97.

La cuenta total de glébulos blancos mostré
incremento por parte del grupo experimental,
principalmente en los dias 5, 15, 80 y 120 pos-
inoculacién, presentando diferencia significativa
(P < 0.05).

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

Figura |. Corte histolégico de pulmén experimental, sacrifi-
cado el dia 80 posinoculacién, se observa engrosamiento de
los tabiques interalveolares por reaccién inflamatoria de pre-
dominio mononuclear. Tefiidos con la técnica de hematoxilina
y eosina (20X).

cia significativa (P > 0.05) respecto al grupo con-
trol. Los resultados del hematocrito estuvieron
dentro de los valores de referencia reportados
39 a 59%.

La deteccién de anticuerpos para Mycoplas-
ma fermentans por medio de la prueba de inhi-
bicién metabdlica resulté negativa en el total de
las muestras.

Mycoplasma fermentans se aislé durante las seis
fechas de sacrificio a partir de traquea, pulmén y
bazo, y en todos los tejidos en los dias 80 y 120
(cuadro ).

Los ejemplares experimentales presentaron a
nivel pulmonar, a partir del dia 5 posinoculacién,
infiltrados de linfocitos y células plasmaticas, zo-
nas de hemorragia interalveolar minima, la cual a

Figura 2. Corte histolégico de pulmén control, no se obser-
van alteraciones en el tejido (10X).
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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 (I kb), (2) con-
trol negativo, (3) control positivo, (4-6) muestras de sinovia
derecha, sinovia izquierda e higado, (7 y 8) muestras de cora-
z6n y pulmén, (9) muestra de cerebro y (10-12) muestras de
bazo, traquea y sangre.

partir del dia 15 evolucioné progresivamente con
engrosamiento de los tabiques interalveolares
(figura 1), las muestras control no presentaron
alteracion (figura 2).

La detecciéon de ADN de Mycoplasma fermen-
tans a partir de los extractos obtenidos de los
cultivos realizados de corazén, pulmén, bazo, tra-
quea y sangre resulté positiva (figura 3).

Discusion

Las variaciones en el peso presentaron tendencia
a disminuir durante los 120 dias en los ejemplares
experimentales, relacionando este efecto al pro-
ceso infeccioso que condiciond alteraciones fisio-
l6gicas y por consiguiente la pérdida de peso.
Con respecto al analisis de los elementos san-
guineos, las variaciones observadas se atribuyen a
la exposicién al microorganismo, ya que cualquier
antigeno que induzca la utilizacién, destruccién o
que altere la produccién, resultara en cambios en

la cuantificacién de las células sanguineas. Los da-
tos aqui presentados concuerdan con otros re-
portados donde los valores sanguineos no pre-
sentaron variaciones durante la infeccién
experimental en ratones y primates.'”"'8

La nula deteccién de anticuerpos para Myco-
plasma fermentans esta relacionada con los siste-
mas genéticos que ha desarrollado y que hacen
posible su relacién con los tejidos del huésped,
basicamente por medio de proteinas de superfi-
cie. La variabilidad en la generacion de estas pro-
teinas parece estar involucrada con la capacidad
para evadir la respuesta inmunolégica. La protei-
na de superficie P29 confiere diversidad antigéni-
ca a Mycoplasma fermentans, presentando un pa-
pel importante en lo que respecta a la variacién
fenotipica. El gen (p29) que codifica a la proteina
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
sindrome de la inmunodeficiencia adquirida.'®?!
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 especifico a
proteinas de superficie, causando cambios en la
respuesta inmunolégica.?'> Ademas, se ha re-
portado que la deteccién de anticuerpos es tar-
dia y transitoria en primates infectados con este
microorganismo. '8

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

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-
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taplasia epitelial. Aunado a estos procesos se ob-
serva la produccién de lipasas, proteasas, nuclea-
sas y peréxido de hidrégeno, lo cual contribuye
al dano epitelial, afectandose también los canales
de transporte para sodio y potasio, resultando en
ciliostasis.”2®

Es importante plantear que una excesiva o in-
apropiada activacién de neutréfilos puede resul-
tar en inflamacién y dafo severo al tejido, contri-
buyendo con esto a la patologia de enfermedades
no infecciosas. En relacién a esto debemos consi-
derar que estimulos endégenos y/o exdgenos
pueden actuar sinérgicamente e inducir hiperreac-
tividad y dano pulmonar agudo, caracterizado por
la inflamacién neutrofilica, edema, hiperpermeabi-
lidad y fibrosis pulmonar, favoreciendo la suscep-
tibilidad a infecciones microbianas.?*-*2 Lo anterior
permite precisar la relevancia y aplicabilidad de
este trabajo en el laboratorio de patologia clinica,
ya que en ciertas ocasiones se presentan biopsias
humanas que cursaron con infeccién por mico-
plasmas y no se tiene referencia de los dafos pro-
ducidos por estos microorganismos.

La prueba de PCR involucré las muestras del
dia 60 posinoculacién, ya que en este momento
se logré 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, higado y cerebro que re-
sultaron negativas para el PCR, se plantea que esta
ausencia en la amplificacion del fragmento especi-
fico se debe a una baja concentracién de ADN en
dichas muestras.

Conclusion

Diversas especies de micoplasmas pueden esta-
blecerse en infecciones latentes y asociarse con
artritis, leucemia y enfermedad pulmonar créni-
ca, condicionando alteraciones fisiolégicas 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 produccién
de anticuerpos se presente tardia o transitoria.

El aislamiento posinoculacién en los diferentes
sitios anatémicos reportados, plantea la capaci-
dad de estos microorganismos para establecer
una relacién estrecha con células huésped y cau-
sar alteraciones de forma crénica. Por tanto, se
considera a este micoplasma como un patégeno
potencial, principalmente cuando el paciente se
presenta inmunosuprimido y el diagnéstico no
presenta a otro agente etiolégico.
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