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Determinacion de secuencias de nucle6tidos de DNA
bacteriano en humor acuoso de pacientes con uveitis
anterior secundaria a espondilitis anquilosante

Dra. AliciaLavalle-Graef *, Dr. Edgar Contreras-Arévalo*, Dra. Guadalupe Elorriaga **

RESUMEN

Objetivo: Determinar lapresenciade bacterias por medio de cultivo en agar de humor acuoso, y de fragmentos bacterianos por
PCR.

Material y método: Paracentesis de camara anterior y obtencién de 100 microlitros de humor acuoso paracultivo en agar y
PCR. Serealiz6 microscopia especular de ocho ojos (previo ala paracentesis) con antecedente de haber presentado por o
menos un cuadro de uveitis secundariaa EA.

Resultados: Ocho pacientes (seis masculinosy dosfemeninos) con edad promedio de 41.8 afiosy uveitis secundariaaEA, no
mostraron unarel acion directaentre el dafio endotelial y el nimero de recaidas de uveitis por medio de microscopiaespecular;
el pleomorfismoy polimegatismo si presentd relacion directacon lahexagonalidad. Las guttatas se encontraron desde el primer
cuadro de uveitisaunque no presentaban rel acion directacon el nimero de recaidas. Ninguno delos cultivos mostr6 desarrollo
bacteriano. Por PCR selogré determinar y amplificar secuencias de nucledtidos de DNA bacteriano con un primer universal
paragram negativos en 5/8 muestras de humor acuoso de pacientes con EA (62.5%).

Conclusiones: El nimero de brotes agudos de uveitis no determinael grado de lesion endotelial; esta Ultima basi camente se
debe alaintensidad de la reaccion inflamatoria, la oportunidad del tratamiento, la toxicidad del esteroide y/o del vehiculo
utilizado, y alaidiosincrasia. EI hecho de quelos cultivosresultaran negativos significaque: 1) latécnicade asepsiay antisepsia
fue adecuada; 2) no hay bacterias completas o funcionales en el humor acuoso. La identificacién de secuencias de DNA
bacteriano en el humor acuoso de pacientes con EA y uveitis, sugiere que el mecanismo de dafio inmunol 6gico de esta Gltima
puede ser por mimetismo molecular.
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SUMMARY

Purpose: To search for bacteriain aqueous humor by means of culture and for bacterial fragments with PCR.

M ethods: Anterior chamber paracenthesiswas performed in eight eyesin order to obtain 100 microliters of acuous humor for
culturein agar and PCR. Endothelial specular microscopy wasrealized in the eight eyes (before the paracenthesis) in patients
with at least one episode of uveitis secondary to ankylosing spondylitis (AS).

Results: Eight patients (6 masculine, 2 feminine) with mean age of 41.8 years and with uveitis secondary to AE showed no
direct relation between the number of episodes of anterior uveitis and the endothelial damage in the specular microscopy;
pleomorphism and polymegatism did have adirect relation with hexagonality. Guttate were found even in thefirst episode of
anterior uveitis. The guttate did not have adirect rel ation with the number of episodes of anterior uveitis. All bacterial cultures
in agar were negative. The PCR determined and amplified bacterial DNA sequenceswith an universal primer infive of eight
samples (62.5%).

Conclusions: The number of episodes of anterior uveitis does not determine the degree of endothelial lesion; thisismainly
caused by theintensity of the inflammatory reaction, the prompt initiation of treatment, the toxicity of steroids drops and/or
vehicles, and probably idiosyncrasy. Thefact that the cultureswere negativeimpliesthat: 1) the sterile techniquefor the anterior
chamber paracenthesiswas adequate; 2) that there are no complete bacteria or functional bacteriain the aqueous humor. The
identification of bacterial DNA sequencesin aqueous humor of patientswith AS and uveitis suggests that the mechanism of
immunological damageismolecular mymethism.

Key wor ds: Ankylosing spondylitis, gram negative bacteria, anterior uveitis.
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L as espondil oartropatias seronegativas (ESN) son un grupo
de padecimientos caracterizados por afeccion de la colum-
na vertebral, articulaciones periféricas y estructuras
periarticulares (entesitis). Pueden encontrarse asociadas a
manifestaciones extraarticulares como uveitisanterior (UA),
|esiones mucocutanesas, fibrosis pulmonar, lesiones adrticas
y anormalidades de la conduccion cardiaca. Las ESN inclu-
yen alaespondilitis anquilosante (EA), sindrome de Reiter
(SR), artritisreactiva(Are), espondilitisasociadaapsoriasis,
enfermedad inflamatoria intestinal y a las espondilitis
seronegativasindiferenciadas. L os mecanismos patogéni cos
subyacentes incluyen factores genéticos, ya que se ha
demostrado mayor riesgo de padecer ESN en individuos con
el antigeno HLA-B27. La demostracion de infecciones por
microbios como Chlamydia, Yersinia, Salmonella y
Klebsiella spp* en estos huéspedes predispuestos genética-
mente, sugiere que lainteraccion entre factores ambientales
y genéticos es una clave importante para conocer el papel
gue juegan estos en la patogénesis de la ESN. El antigeno
HLA-B27 comparte algunos determinantes antigénicos con
los gérmenes anteriormente mencionados (mimetismo
molecular ),2 lo cua desencadenalareaccion inflamatoria.

La uveitis anterior que presentan los pacientes con
espondilitis anquilosante se caracteriza por ser de inicio
stbito, unilateral alternante, con exacerbacionesy remisio-
nes inflamatorias tanto del iris como del cuerpo ciliar, con
escasas complicaciones del segmento posterior y evolucion
favorable ante el tratamiento con corticoesteroides.® La in-
cidenciade uveitis anterior (UA) en pacientes con EA varia
de 20% a 30%. Delos pacientes con uveitisasociadaa HLA-
B27, un alto porcentaje tiene EA 0 SR (84% a 90%). Los
pacientes con EA tienen 10 veces mayor probabilidad de
desarrollar uveitis anterior aguda que aquellos HLA-B27
positivos que no presentan dicho padecimiento.?

La inyeccién de endotoxina en el vitreo o0 en un sitio
distante (utilizando lipopolisacéaridos de la membrana ex-
terna de diferentes bacterias gram negativas, como son
Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Shigella
flexneri) en especies susceptibles, induce una uveitis ante-
rior autolimitada, dosis dependientey bilateral . El proceso
inflamatorio, al parecer, estd mediado por la liberacion de
una variedad de citocinas pro inflamatorias como son la IL
13 TNF a, IL 6y otras como el éxido nitrico de las células
epitelialesdel irisy del cuerpo ciliar y células del segmento
anterior.

Baggia y colaboradores han desarrollado un modelo de
uveitis anterior inducido por bacterias, en ratas transgénicas
y en ratas no transgénicas de control .*L as ratas transgénicas
expresaron un bajo nimero de copias de HLA B 27, y las
ratas control fueron expuestas a Salmonella o Yersinia desa-
rrollando uveitis anterior siete a nueve dias posteriores ala
infeccion, la cual frecuentemente fue unilateral, en ocasio-
nes de varias semanas de duracion y recurrentes, lo cual es
un patrén muy similar al presentado por el humano.? Se han
encontrado fragmentos bacterianos por medio de reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) en liquido sinovial de
articulaciones inflamadas en pacientes con EA.% 5 Por lo
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anterior, en este estudio se decidio realizar cultivo de humor
acuoso para determinar bacterias en este medio, y PCR para
determinar la presenciade fragmentos bacterianos. Es sabido
que las uveitis cronicas generan lesion endotelial; sin
embargo, las caracteristicas especificas de estetipo de uveitis
(reaccion leve pero de multiples cuadros anuales) son datos
que generan inquietud.

En las uveitis anteriores agudas se encuentran guttatas
gue aparecen y desaparecen a la biomicroscopia especular
unavez que hacedido el cuadro.® En la pars planitis se han
encontrado lesiones endoteliales similares a la linea de re-
chazo de aloinjerto, como resultado de endoteliopatia
autoinmune, por lo que se supone que ambas patologias
presentan la misma patogénesis en cuanto a proceso
autoinmune que actlia contra las células endoteliales en €l
aloinjerto y contra las células vitreas en la pars planitis.”

El objetivo del presente trabajo es estudiar pacientes con
diagndstico de uveitis anterior secundariaa EA y el dafio a
endotelio corneal secundario a los multiples cuadros
uveiticos en dichos pacientes.

MATERIALY METODO

Se realizd un estudio clinico, prospectivo y observacional
en ocho pacientes, 6 masculinos 'y 2 femeninos, con diag-
nostico de uveitis anterior secundaria a espondilitis
anquilosante que satisficieron los criterios modificados de
Nueva York para el diagnéstico de la enfermedad! y que
fueron valorados en el Departamento de uveitisdela Funda-
cion Hospital “Nuestra Sefioradelaluz” durante el periodo
comprendido de mayo del 2001 a noviembre del 2001. Se
realizd examen oftalmoldgico completo: agudeza visual,
refraccion, examen con |dmpara de hendidura, tonometria
por aplanacion (Goldman), tincidn con fluoresceina sodica,
fondo de ojo con oftalmoscopia indirecta, con lente de tres
espejos (Goldman) y valoracién del angulo camerular, asi
como microscopia especular de campo amplio (Topcon) del
0j0 con mayor nimero de cuadros de uveitis anterior, para
valorar el deterioro endotelial previo ala paracentesis ocu-
lar.

Previa autorizacion del Comité de ética del hospital y
firma de la carta de consentimiento informado del paciente,
setomd una muestrade humor acuoso (0.1 ml) por medio de
paracentesis de la cAmara anterior (siguiendo protocolo de
asepsiay antisepsia) con aguja de insulina para determinar,
por medio de cultivo de humor acuoso en agar glucosado y
reaccion en cadena de polimerasa, la presencia de bacterias
y/o fragmentos bacterianos (secuencias de nuclettidos de
| as bacterias gram negativas (Salmonella flexneri, Chlamydia
tracomatisy Klebsiella spp-) utilizando un “primer” universal
para bacterias.

Técnica

Bajo protocolo de asepsiay antisepsia, con campos estériles
y anestesia con tetracaina topica, se coloca blefardstato de
colibri y se hace un lavado profuso conjuntival con colirio
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de cloramfenicol. Se hace paracentesis delacamaraanterior
con jeringay aguja de insulina para tomar 0.1 ml de humor
acuoso. La aguja de insulina se dobla 180° y se congela la
muestra. Posteriormente, sellevan lasmuestrasal |aboratorio
de Inmunologia e I nvestigacion del Hospital de Infectologia
del Centro Médico “La Raza’ para ser guardadas en el
criocongelador a—80°C.

Se enviaron a mismo departamento cuatro muestras de
humor acuoso tomadas de forma estéril de pacientes con
catarata senil, sin antecedentes de uveitis, paraque sirvieran
como control. Dichas muestras también fueron guardadas
en el criocongelador a—80°C.

Posteriormente, se demostro la presencia de DNA en las
muestras control y en los casos problema (uveitis), para de
ésta manera poder correr |as pruebas de PCR.

Se utiliz6 50% de la muestra de humor acuoso de los
pacientes con uveitis secundaria a EA para su cultivo en
cajade Petri con agar estéril glucosado a30° por unlapso de
48 horas para la determinacion de bacterias presentes en
dicho medio.

RESULTADOS

Se estudiaron ocho pacientes (6 masculinosy 2 femeninos)
con edades entre 12y 61 afios (edad promedio de 41.8 afios)
con uveitis anterior secundaria a EA. Todos los pacientes
eran HLA B27 positivos. Selesrealizo microscopia especu-
lar del ojo més afectado, asi como paracentesis de camara
anterior de dicho ojo.

Dos pacientes presentaron un solo cuadro de uveitis ante-
rior coincidiendo esto con ser |os pacientes masjévenes (12
y 21 afios).

El paciente de 12 afios present6 un solo cuadro de uveitis
anterior del ojo derecho (OD), paquimetria de 609 micras,
pleomorfismoy polimegatismo leve, hexagonalidad de 90%
y guttatas grado |.

Fig. 1. Paciente de 43 afios que presentd tres cuadros de uveitis
anterior en OD. Celularidad de 2200, paquimetria de 575 micras,
pleomorfismoy polimegatismo leve, hexagonalidad de 70%y guttatas
grado |.
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El paciente de 21 afios present6 un solo cuadro de uveitis
anterior del Ol, celularidad de 2400, paquimetria de 535
micras, pleomorfismo y polimegatismo leve, hexagonalidad
de 70% y guttatas grado 1.

Tres pacientes presentaron dos cuadros de uveitis anterior
(edades de 41, 44 y 58 afios).

El paciente de 41 afios present6é dos cuadros de uveitis
anterior del Ol, celularidad de 1600, paquimetria de 560
micras, pleomorfismo y polimegatismo moderado y
hexagonalidad de 70% con guttatas grado |. Asi también
curso con glaucoma secundario a esteroides.

La paciente de 58 afios presentd dos cuadros de uveitis
anterior del OD, celularidad de 800, paguimetria de 520
micras, pleomorfismo y polimegatismo severo, hexagona-
lidad de 30%y guttatas grado | . Antecedente de herpes zoster
con involucro corneal del OD.

El paciente de 44 afios presentd dos cuadros de uveitis
anterior del Ol, celularidad de 2000, paquimetria de 587
micras, pleomorfismo y polimegatismo moderado y
hexagonalidad de 70%, guttatas grado I1.

Tres pacientes presentaron tres cuadros de uveitis anterior
(edades de 43, 55y 61 afios).

La paciente de 43 afios present6 tres cuadros de uveitis
anterior del OD, celularidad de 2200, paquimetria de 575
micras, pleomorfismo y polimegatismo leve, hexagonalidad
de 70% vy guttatas grado | (Figural).

El paciente de 55 afios presentd tres cuadros de uveitis
anterior del OD, celularidad de 600, paguimetria de 504
micras, pleomorfismo y polimegatismo severo, hexagonali-
dad de 40%, guttatas grado Il (Figura 2).

El paciente de 61 afios presentd tres cuadros de uveitis
anterior del OD, celularidad de 2000, paquimetria de 506
micras, pleomorfismo y polimegatismo moderado, hexago-
nalidad de 70%y guttatas grado |. Fue operada de extraccion
extracapsular de catarata con colocacién delente intraocul ar
del OD previo alamicroscopia (septiembre 1999).

Se realiz6 una grafica en la cual se expone el nimero de

Fig. 2. Paciente de 55 afios que presento tres cuadros de uveitis
anterior en OD. Celularidad de 600, paquimetria de 504 micras,
pleomorfismo y polimegatismo severo, hexagonalidad de 40%,
guttatasgrado 1.
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células endoteliales y el nimero de cuadros de uveitis ante-
rior registradas en el expediente de cada paciente (Gréfica
1). En ella podemos observar que el ndmero de células
endoteliales en los pacientes con un solo cuadro de uveitis
es el més alto y en aquellos pacientes que han presentado
dos y tres cuadros inflamatorios hay un menor nimero de
células. Se encuentran representados dos pacientes con an-
tecedentes que han lesionado al endotelio corneal; una pa-
ciente con antecedente de herpes zoster corneal, con 800
células endoteliales y sdlo dos cuadros de uveitis, y un pa-
ciente operado de extracciOn extracapsular de cataratay tres
cuadros de uveitis con 2000 células. Un paciente presentd
tres cuadros de uveitisy cuenta con 600 células endoteliales.

En lagréfica 2 se representa el grado de pleomorfismo y
polimegatismo asi como la hexagonalidad en dichos pa-
cientesy se observa que los pacientes con pleomorfismo y
polimegatismo leve y moderado son los que presentan ma-
yor hexagonalidad (mayor de 70%), mientras que aquellos
con pleomorfismo y polimegatismo severo presentan
hexagonalidad de 30 y 40%, o que sugiere un dafio perma-
nente en el endotelio corneal.

Enlagréfica3 serepresentael nimero de cuadrosde uveitis
con el grado de guttatas encontrado en el endotelio corneal.
En dicha gréfica se puede observar que no necesariamente
el nimero de cuadros se relaciona con el grado de dafio a
endotelio. El cultivo de humor acuoso en agar glucosado,
bajo condiciones estériles, resultd negativo a bacterias en
todos los casos.

La tercera parte de este estudio fue la determinacién de
fragmentos bacterianos en humor acuoso de pacientes con

EA, lo que puede hacerse pidiendo las secuencias de
nucledtidos o primers de las bacterias Salmonella sp,
Chlamydia tracomatis y Klebsiella Sop, o bien utilizando
un primer universal parabacterias. Este Ultimo procedimiento
fue el elegido en esta investigacion.

Las muestras de humor acuoso de pacientes controles (sin
uveitis) fueron negativas para bacterias a correrse la PCR.
Dentro de las ocho muestras de pacientes con uveitis, tres
resultaron negativas (37.5%) y cinco positivas (62.5%). La
figura3 esun ejemplo de corrimiento de PCR detres pacien-
tes con uveitis. La segunda franja vertical, de izquierda a
derecha, es un control marcado con Escherichia coli. Esta
franjamuestraunabandaanivel delos600 bp, y se observan
franjas de las muestras problema con unabanda aproximada-
mente en el mismo nivel que la anterior (aproximadamente
entre los 570 y los 600 bp). Por ello es que se consideraron
positivas a bacterias gram negativas estas cinco muestras
problema.

CONCLUSIONES

Se encontrd que seis pacientes presentaron guttatas grado |
y dos pacientes guttatas grado |1. Los pacientes con guttatas
grado Il no presentaron antecedentes trauméti cos, infeccio-
sos 0 inmunoldgicos de otra indole y habian cursado con
dosotres cuadros de uveitisanterior previosal estudio. Esto
genera controversiayaque con frecuenciael paciente puede
pasar por desapercibidos los cuadros de uveitis anterior
(debido a que son generalmente de naturaleza leve con

Grafica 1
Se observa que el niumero de células endoteliales en los pacientes con un solo cuadro de uveitis
es el mas alto y que en los pacientes que han presentado dos y tres cuadros inflamatorios hay un
menor numero de células.
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Gréfica 2
Se representa el grado de pleomorfismo, polimegatismo y hexagonalidad en los pacientes estudia-
dos. Se observa que los pacientes con pleomorfismo y polimegatismo leves y moderados son los
que presentan mayor hexagonalidad (mayor de 70%), mientras que aquellos con pleomorfismo y
polimegatismo severos presentan hexagonalidad de 30y 40%, lo cual sugiere un dafio permanente
en el endotelio corneal.

hexagondidad

PyP mod leve leve severo mod severo mod leve

Grafica 3
Muestra la relacion entre el nUmero de cuadros de uveitis y el grado de guttatas encontrado en el
endotelio corneal. Se observa que no necesariamente el nGmero de cuadros se relaciona con el
grado de dafio al endotelio.
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Fig. 3. Ejemplo de corrimiento de PCR de tres pacientes con uveitis.
Laprimerafranjavertical, deizquierdaaderecha, representae “primer”
universal para bacterias. La segunda franja vertical es un control
marcado con Escherichia coli. Estafranjamuestraunabandaanivel
delos600 bpy sepueden observar lasfranjas delas muestraproblema
(3, 4, 5) con una banda en el mismo nivel que la anterior
(aproximadamente entre los 570 y los 600 bp). Debido a esto se
consideraron positivosabacterias gram negativas estas cinco muestras
problema.

tyndall de + o ++),% y ladiversidad en intensidad de algunos
cuadros y la prontitud con la que se instala el tratamiento
pudieran ser los responsables del mayor dafio en algunos
pacientes.

Esto puede egjemplificarse con el paciente de 55 afios que
presenta celularidad de 600, pleomorfismo y polimegatismo
severo, guttatas grado |1 y hexagonalidad de 40% con tres
cuadros referidos de uveitis anterior, mientras que otros
pacientes con tres cuadros tienen celularidad normal,
pleomorfismoy polimegatismo leve, hexagonalidad de 70%
y guttatas grado |, aun habiendo sido operados de catarata
previamente.

La presencia de guttatas indica dafio al endotelio corneal,
y €l que estas guttatas no aparezcan y desaparezcan como se
mencionaen el articulo publicado por Zantos® en las uveitis
anteriores agudas, habla de cuadros repetitivos que no han
sido percibidos por €l paciente, yaque el nimero de cuadros
referidos es muy escaso para el dafio endotelial encontrado.
En otra publicacion realizada en el Departamento de uveitis
del Hospital deNuestra Sra. delal uz® se encontraron guttatas
enlos pacientes con uveitisanterioresy éstas no presentaban
las caracteristicas mencionadas por Zantos. Probablemente
los datos encontrados por Zantos pueden correlacionarse
con pseudoguttatas, mientras que |as observadas en nuestros
pacientes sean guttatas verdaderas. Esto ya habia sido men-
cionado anteriormente en las uveitis anteriores agudas y en
algunas enfermedades inflamatorias como pars planitis y
toxoplasmosis.®

Asi también habria que valorar el posible efecto toxico de
los esteroides y los vehiculos utilizados en dichos colirios
para controlar los cuadros de uveitis anterior como proba-
bles agentes causales de lesion endotelial .°
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Los pacientes con antecedentes de glaucoma o herpes
zoster presentaron menor celularidad a la esperada para su
grupo de edad y cuadros de uveitis anterior. El hecho de que
hallan resultado negativos los cultivos de humor acuoso
con EA en nuestro estudio nos arrojaresultados importantes
ya que:

1. Se determind que las muestras de humor acuoso fueron
tomadas con una técnica adecuada de asepsia 'y antisepsia.

2. No se encontraron bacterias compl etas o funcionales en
el humor acuoso de dichos pacientes ya que clinicamente
no habia datos de uveitis bacterianay no hubo crecimiento
bacteriano por cultivo del humor acuoso en agar.

El hecho de que cinco pacientes con uveitis secundaria a
espondilitis anquilosante presentaran fragmentos bacteria-
nos en el humor acuoso sugiere que, probablemente, estos
fragmentos sean restos bacterianos que se encontraban en la
circulacion sanguinea y que lograron atravesar la barrera
hematoacuosa. Posiblemente sea por mimetismo molecular
gue estos fragmentos desencadenen lareaccion inflamatoria
ocular en pacientes susceptibles genéticamente. La impor-
tancia de haber encontrado fragmentos bacterianos en el
humor acuoso de estos pacientes radica en que, tal vez, la
toma de humor acuoso para corrimiento con PCR de un
paciente sospechoso de espondilitis anquilosante se vuelva
un arma diagndstica mas para dicha enfermedad y que per-
mita la instauracién oportuna de medidas preventivas en
pacientes con EA sin uveitis previa
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