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Resumen

Los micoplasmas son los microorganismos mas pequefios auto-
rreplicables, causan enfermedades respiratorias y urogenitales
en el humano y colonizan de forma crénica sin aparente signi-
ficado clinico. La carencia de pared celular en los micoplasmas
les facilita interaccionar con las células de mamiferos durante
largos periodos de tiempo. Esta interaccién puede disminuir
la virulencia de los micoplasmas; sin embargo, puede afectar
propiedades bioldgicas de la célula hospedera. Las ADNasas
son constituyentes importantes en las membranas de los mi-
coplasmas y se pueden involucrar en la obtencién de acidos
nucleicos para su crecimiento a partir de su hospedero. El
objetivo del trabajo fue detectar la actividad de ADNasas a
partir de un aislamiento clinico de Mycoplasma fermentans.
Los productos de la digestion se analizaron en gel de agarosa
Tris-borato, por absorbancia y en agar para la deteccién de
ADNasas. Se observé actividad de ADNasa en las cepas eva-
luadas, presentandose variacion en los niveles de actividad,
siendo Mycoplasma fermentans P140 quien presenté mayor
actividad. Estos datos sugieren que las ADNasas son esenciales
para el crecimiento y supervivencia, siendo un mecanismo para
adquirir nucleétidos.

Abstract

Mycoplasmas are a heterogeneous group of the smallest
organisms capable of self replication, some mycoplasmas
cause respiratory or urogenital diseases in humans. However,
mycoplasmas often chronically colonize our respiratory and
urogenital tracts without apparent clinical significance. In this
respect, wall free mycoplasmas are among the few prokaryotes
that can grow silently in close interaction with mammalian cells
for a long period of time. However, prolonged interactions
with mycoplasmas of seemingly low virulence could, through
a gradual and progressive course, significantly affect many
biologic properties of mammalian cells. DNases are important
constituents of mycoplasmal membranes and may be involved
in the acquisition of host nucleic acids required for growth.
The objective was detected DNase activity in clinical Myco-
plasma fermentans isolate. Digestion products were analyzed
by loading a Tris-borato agarose gel, absorbance and medium
for DNAse test. DNase activity was observed in strains tested
and the levels of activity varied, Mycoplasma fermentans P 140
showing greater activity. Result suggests DNases activities may
be essential for growth and survival, this finding suggests that
there is a mechanism of nucleotide acquisition.
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Introduccion

Los micoplasmas (clase Mollicutes) son proca-
riontes representados por nueve géneros y
200 especies descritas. Se distinguen del resto de
las bacterias por su reducido tamano celular, el de
su genoma y por la carencia de pared celular. En
su membrana celular se localizan determinantes
antigénicos proteinicos y glucolipidicos. Para su
cultivo en laboratorio requieren esteroles y precur-
sores de aminoacidos y nucleétidos preformados.
Distintas especies de micoplasmas colonizan la
superficie de la mucosa respiratoria y se han re-
portado infecciones extrapulmonares en sistema
nervioso central, sistema hematopoyético, piel,
articulares, cardiacas, renales, tracto genitourina-
rio y gastrointestinales causadas por Mycoplasma
pneumoniae, y como cofactor en la progresién del
desorden inmunolégico se relaciona a Mycoplasma
fermentans.'

Mycoplasma fermentans se aislé por primera
vez de tracto genital y ha sido implicado como
agente etioldgico en diferentes patologias. Este
micoplasma interacciona con las células hospede-
ras por medio de sus componentes proteicos de
membrana, facilitando la adhesién y consecuente
internalizacién.' La ausencia de capacidad biosinté-
tica de acidos nucleicos en estos microorganismos
permite proponer el estudio de los mecanismos
por los cuales adquieren los precursores necesarios
para sintetizar sus acidos nucleicos. Los procesos
de transporte se han identificado y reportado,’ pero
los procesos de degradacién atin no son estudiados
en especies de interés médico. En este trabajo se
evidencié la actividad de ADNasa en Mycoplasma
fermentans aislado de via respiratoria de un paciente
con asma procedente del Hospital Universitario de
Puebla-México.

Material y métodos

Micoplasmas y cultivo. El aislamiento clinico de
Mycoplasma fermentans P140 proveniente de via

respiratoria de un paciente con asma procedente del
Hospital Universitario de Puebla-México. Se utilizé
para estudiar la actividad de ADNasa y Mycoplasma
fermentans PG18 (ATCC 19989), se incluyé en el
estudio como cepa control. Los micoplasmas fueron
cultivados en medio estandar para micoplasmas [20
gramos de base para micoplasmas por litro (Difco
Laboratories), 0.5% de dextrosa, 0.002% de rojo
de fenol, 5% de extracto de levadura, 25% de suero
de caballo (GIBCO/BRL), ajustando a pH 7.8]. Los
cultivos fueron incubados a 37 °C durante cinco dias.

Ensayos de la actividad ADNasa. Los cultivos
de Mycoplasma fermentans P140 y Mycoplasma
fermentans PG18 fueron cosechados en la fase
logaritmica de crecimiento, centrifugandose a
14,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10
minutos y lavados con solucién de fosfato de sodio
0.0l My cloruro de sodio 0.14 M pH 7.3 (PBS),
resuspendiendo a una concentracién de 100 ug de
proteinas por mililitro en solucién PBS mas 1% de
dextrosa, 2 mM CaCl, y 2 mM MgCl, (PBS-CM).
Para determinar la actividad ADNasa se colocaron
25 UL de suspension celular (2.5 ug de proteina)
en placas de 96 pozos. Un volumen equivalente
de ADN lamda (10 ug/mL de PBS) se adicioné a
cada uno de los pozos, incubandose las placas du-
rante 24 horas a 37 °C. La digestién del ADN fue
monitoreada cada seis horas y los productos de la
digestién fueron analizados en gel de agarosa Tris-
borato con 8 L de muestra por pozo, corriendo
el gel a 100 V durante 45 minutos y tefiido con
bromuro de etidio.

La degradacion de ADN también se determiné
en un espectrofotémetro (Perkin-Elmer Lamda 20)
en un rango de 200-400 nm. Se corrobord la activi-
dad de ADNasa con el ensayo en agar estandar para
micoplasmas [20 gramos de base para micoplasmas
por litro (Difco Laboratories), 1.3% de agar bac-
terioldgico, 0.5% de dextrosa, 5% de extracto de
levadura, 25% de suero de caballo (GIBCO/BRL)
y 0.1 mg/mL de ADN, ajustando a pH 7.8]. El agar
fue inoculado con 20 uL de cultivo de cada uno de
los micoplasmas evaluados a una concentracién
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de | x 10® UFC/mL, incubandose a 37 °C durante
siete dias. Enseguida, los cultivos fueron cubiertos
con 100 uL de HCI | N. La aparicién de una zona
clara sobre el crecimiento microbiano se considera
reaccion positiva a actividad de ADNasa.

Resultados y discusion

La actividad de ADNasas se ha propuesto como
un mecanismo para adquirir precursores de acidos
nucleicos, ya sean bases libres y/o oligonucleétidos,
de tal manera la capacidad de algunas especies de
micoplasmas para invadir células sugiere que el
ADN de la célula hospedera sirve como sustrato
para la actividad de ADNasas y consecuente ob-
tencioén de precursores.’

Figura 1. Productos de la actividad de ADNasas en gel de
agarosa Tris-borato, carril | tiempo cero (sin digestién-con-
trol); carriles 2, 3,4 y 5 con los tiempos 6, 12, 18y 24 horas,
respectivamente, en presencia de Mycoplasma fermentans
PG18; carriles 6, 7,8 y 9 con los tiempos 6, 12, |8y 24 horas,
respectivamente, en presencia de Mycoplasma fermentans
P140. Se observa que a las 24 horas (carril 9) la actividad de
ADNasas de Mycoplasma fermentans P140 degrada en 95%
al ADN respecto a PG18 con 45% de degradacién (carril 5).

Los ensayos de actividad de ADNasa muestran
que la cepa de referencia Mycoplasma fermentans
PG I8 degrada al ADN en menor proporcién que el
aislamiento clinico de Mycoplasma fermentans P 1 40.
A partir de las 12 horas, Mycoplasma fermentans
P140 presenta un gradiente de degradacién mas
marcado conforme avanzan las 24 horas (figura 1).
La mayor actividad ADNasa por parte de la cepa
clinica (P140) se explica por la interaccién reciente
que mantenia con su hospedero, situacién que con-
diciona mayor virulencia en algunas muestras clinicas.

Las lecturas de absorbancia corroboran los
gradientes observados en los geles de agarosa
de los productos de la degradacién de ADN. La
degradacién del ADN debida a la actividad de
ADNasas en Mycoplasma fermentans PG 18 fue 45
y 95% para Mycoplasma fermentans P140 a las 24
horas (figura 2).

En el ensayo de cultivo en agar se presenté
una zona clara sobre el desarrollo microbiano,
indicativo de la digestién enzimatica, siendo mas
evidente en las muestras del aislamiento clinico de
Mycoplasma fermentans P 140 (figura 3).

Estos datos sugieren que la actividad de AD-
Nasa es esencial en el crecimiento y supervivencia
de Mycoplasma fermentans, principalmente en el
aislamiento clinico, representando un mecanismo
in vivo de adquisicién de nucledtidos, ademas de
confirmar lo reportado para Mycoplasma pulmonis,
Mycoplasma hyorhinis y Acholeplasma laidlawii que
no son de importancia médica®'°.

El aislamiento de Mycoplasma fermentans a partir
de diferentes tejidos y su implicacién en la pato-
génesis del virus de la inmunodeficiencia humana
permite darle laimportancia clinica, ya que su par-
ticipacion en diferentes patologias atin no se estudia
ampliamente. Estos datos son una contribucién en
la comprensién de algunos de los mecanismos que
permiten a Mycoplasma fermentans ser un parasito
exitoso, ademas de representar un dato relevante
para llevar acabo el diagndstico etiolégico y en la
determinacién de virulencia de la cepa bacteriana
aislada en el laboratorio.
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Figura 2. Valores de absorbancia de los productos de la degradacién del ADN por actividad de ADNasas. A: actividad de Myco-
plasma fermentans PG 18 con 45% de degradacién a las 24 horas. B: Mycoplasma fermentans P140 con 95% de degradacién de
ADN a las 24 horas.

Imagenes en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica

A

Figura 3. El ensayo de actividad de ADNasa en agar mostré una zona clara sobre el crecimiento microbiano, considerandose
reaccién positiva. A: Mycoplasma fermentans PG18. B: Mycoplasma fermentans P140.

Iméagenes en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica

Conclusiones

Los datos presentados permiten considerar a
Mycoplasma fermentans como un microorganismo
mas con actividad de ADNasas, lo cual ayuda a
entender mejor y ampliar el conocimiento de los
mecanismos con los que cuenta este micoplasma,
y también para comprender cémo sobrevive en
diferentes tejidos humanos donde ha sido aislado
y relacionado como agente etioldgico. De tal ma-

nera, se estan estudiando otras especies de interés
médico para establecer su importancia clinica y se
sugiere que sea solicitado con mayor frecuencia su
diagnéstico de laboratorio.
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