(172-6 |

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

PAPEL DE Mycoplasma pneumoniae EN LAS
EXACERBACIONES DEL ASMA

TESIS PROFESIONAL QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS BIOMEDICAS (INMUNOLOGIA )

PRESENTA
CONSTANTINO& JUAREZ
ASESOR
DR. EN C. EDGAR ZENTENO GALINDO

TUTORES

M. EN C. GUADALUPE MALDONADO MERCADO
DRA. EN C. MARIA LILIA CEDILLO RAMIREZ

MEXICO D.F., OCTUBRE DE 1997



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



INDICE

Resumen

Introduccion

Marco teorico

Marco de referencia
Justificacion

Hipotesis

Objetivos

Esquema general de trabajo
Materiales y métodos
Resultados

Discusion

Conclusion

Apéndice | (medios de cultivo)

Bibliografia

Pagina

o



AGRADECIMIENTOS

Al Dr Edgar Zenteno galindo y a la M. en C. Guadalupe Maldonado Mercado un
reconocimiento especial por la valiosa supervision y constante interés para la realizacion

de este trabajo.

A la Dra. Maria Lilia Cedillo Ramirez un reconocimiento muy especial por la valiosa

asesoria para la realizacion de este trabajo.

Al Dr. Jorge Antonio Yafez Santos por su colaboracion para la realizacion de la técnica de

reaccion en cadena de la polimerasa.

Expreso mi agradecimiento a los médicos de los servicios de alergia que colaboraron para
la seleccion de los pacientes.

Dr. Delfino Corona Reyes HUP. )

Dr. José Arturo Galindo Garcia HUP.

Dr. David Paz Martinez HUP.

Dr. Luis Morales Lechuga TMSS.

Al Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas de la Universidad auténoma de

Puebla por las facilidades brindadas para la realizacion de este trabajo.

Un agradecimiento muy especial para toda mi familia y amigos que durante muchos aflos
me han brindado un apoyo invaluable durante los afios que he utilizado en el desarrollo de

mi carrera.



i

i

1t € € ¢ 1 11

RESUMEN

El asma es una enfermedad de la parte baja de las vias respiratorias y puede ser
desencadenada por diferentes estimulos. entre los cuales se encuentran los agentes infecciosos.
stendo los virus los que con mayor frecuencia exacerban el asma, con respecto a las bacterias.
Mycoplasma preumoniae ha sido implicado como un posible agente que exacerba el asma. El
objetivo del presente trabajo fue relacionar la presencia de micoplasmas aislados del aparato
respiratorio superior con la alteracion de la respuesta inmune humoral del hospedero durante las
exacerbaciones del asma. Se tomo un exudado faringeo para la busqueda de micoplasmas y una
muestra de sangre para la obtencion de suero y determinar las concentraciones de IgM, 1gG e
IgA, asi como la busqueda de antcuerpos anti-micoplasmas por la técnica de inhibicion
metabolica y ELISA vy para la determinacion de aglutininas frias. Se trabajaron un total de 218
pacientes, de los cuales [0 pudieron ser seguidos durante un afo. Se identificaron
presuntivamente 46 cepas de micoplasmas por pruebas bioquimicas y fisiologicas y de estas
solo 12 fueron identificadas como M. fermemans por PCR. Las concentraciones de [gM
estaban incrementadas en los pacientes con cultivo positivo para M. fermentans y la igG estaba
incrementada en pacientes asmaticos con y sin M. fermentans. Solo se detectaron anticuerpos
anti-M. fermentans y anti-M. pneumoniae en un paciente por la técnica de inhibicion
metabolica y no fueron detectados anticuerpos anti-M. pneumoniae por la técnica de ELISA. En
los pacientes con M. fermentans se vio que hay una disminucion en los titulos de IgM e 1gG en
la segunda determinacion. Las aglutininas frias fueron detectadas en 20 pacientes y 3 de ellos
tenian cultivo positivo para M,. fermentans y en uno de ellos el titulo estuvo incrementado
durante todo el periodo de estudio. Los micoplasmas son microorganismos dificiles de aislar y
cultivar, lo que muchas veces ocasiona dificultad para demostrar su presencia en un paciente.
M. pneumoniae es un patogeno bien definido del aparato respiratorio, se conocen sus
mecanismos de patogenicidad, sin embargo para M. fermentans no esta aun bien definido su
papel como patogeno, aunque, se sabe que a nivel de tracto respiratorio de ratas es capaz de
producir lesiones en el tejido epitelial parecidas a las causadas por M. pneumoniae. Con los
resultados obtenidos en el presente trabajo no se puede concluir si los micoplasmas son agentes
exacerbantes del asma, aunque tampoco se pueden descartar como tales. Se propone que los
micoplasmas pudieran exacerbar el asma debido al daflo que causan a las células epiteliales, o

bien por mecanismos dependientes ¢ independientes de [gE.



INTRODUCCION

El asma es una enfermedad de la parte baja de las vias respiratorias que se caracteriza
por una respuesta aumentada de la traquea y bronquios a varios estimulos y se
manifiesta por un estrechamiento generalizado de las vias aéreas que disminuye en

intensidad espontaneamente 0 con tratamiento ( 1).

Desde ¢l punto de vista etiologico el asma es una enfermedad heterogénea que ha
sido dificil definir en estos términos y se ha clasificado en dos grandes grupos: alérgico

e idiosincrasico (1, 2).

Asma alérgico: a este grupo pertenecen los asmaticos cuyos sintomas empeoran con
la exposicion a ciertos alergenos. Existen antecedentes alergénicos personales v/o
familiares y un incremento en los niveles séricos de Ig E (1, 2).

Asma idiosincrasico o intrinseco: a este grupo pertenecen los asmaticos que tienen

antecedentes alérgicos negativos y concentraciones séricas de IgE normales (1, 2).

El asma resulta de interacciones entre células inflamatorias y las células y tejidos
propios de las vias aéreas. Posterior a la exposicion a un estimulo iniciador, se produce
la activacion de células cebadas, basofilos y macrofagos, que liberan diversos
mediadores de la inflamacion y a su vez causan la migracion dirigida y la activacion de
otras células inflamatorias. Estas cé¢lulas producen alteraciones en la integridad epitehial
y anormalidades en el control nervioso autonomo fisher del tono de las vias aéreas,
cambios en la funcion mucociliar y sensibilidad incrementada del musculo liso de las

vias aéreas (1,3).

El asma se caracteriza por la hipersensibilidad de las vias aéreas, lo que se manifiesta
por una broncoconstriccion inducida por cambios fisicos, a ciertos agentes quimicos o

farmacoldgicos (3).



Los estimulos que incrementan la reactividad de las vias respiratonas e inducen los
episodios agudos de asma se pueden agrupar en siete categorias principales: infecciosos,
laborales, alergénicos, farmacologicos, ambientales, relacionados con el ejercicio y
emocionales (1), los cuales inducen la liberacion de histamina por células cebadas y
basofilos que interactuan con anticuerpos del tipo IgE a través de un receptor
especifico, o bien por medio de otros estimulos anafilacticos como el C5a o por
estimulos no inmunologicos, los que originan un pico inicial de histamina después de 15
minutos o en un periodo de 3 a 8 h . Aunque la histamina no modula directamente la
reaccion alérgica, si induce la sintesis de otros mediadores implicados en este proceso
(factores quimiotacticos de neutréfilos y eosinéfilos, leucotrienos, prostaglandinas,

factor activador de plaquetas (4).

Con respecto a los estimulos infecciosos y su relacion con la exacerbacion de los
procedimientos asmaticos, se sabe que los virus son causa importante de la
exacerbacion del asma, sobre todo en infantes, mientras que con las bacterias, se sabe
que algunas pueden estimular directamente la liberacion de histamina a partir de células
cebadas de amigdalas y pulmon de humanos, asi como de basofilos de sangre periférica,
también se ha visto que sus productos pueden inducir la liberacion de histamina. Dentro
de las bacterias que pudieran tener relacion con la exacerbacion del asma, esta M.
pneumoniae, del cual se han encontrado evidencias seroldgicas y por cultivo en

pacientes asmaticos ( 5)



MARCO TEORICO

Los miembros del género Afcoplasmu se encuentran clasificados en la clase

Mollicutes, orden Mycoplusmatales, familia Mycoplasmataceae (6).

A los micoplasmas se les considera como los organismos mas pequefios de vida libre,
debido a que su tamado se encuentra comprendido entre 300 - 800 nm lo que les
confiere la caracteristica de ser filtrables, se encuentran limitados inicamente por una
membrana plasmatica y son altamente pleomorficos variando de la forma esférica o de
pera a formas filamentosas o helicoidales (7). Son incapaces de sintetizar una
peptidoglicana o sus precursores por lo que son resistentes a la penicilina y a sus
analogos, pero son sensibles a los antibioticos que actian a nivel de sintesis de proteinas
como son las tetraciclinas y eritromicina, asi como a la lisis por choque osmotico,

detergentes, alcoholes y anticuerpos especificos mas complemento (7,8).

La colonia tipica de micoplasma tiene forma de ""huevo frito’’, la cual presenta una
zona central densa y una zona periférica delgada y translicida, las células crecen hacia
el interior del medio, 1a zona periférica presenta crecimiento superficial y no siempre es
visible (6). El requerimiento de colesterol es una de las caracteristicas principales del
género Mycoplasma y su funcién es la de mantener la fludez de la membrana

plasmatica (7).

Los micoplasmas son exigentes desde el punto de vista nutricional, son dificiles de
cultivar y es por ello que a los medios de cultivo se les adiciona suero de caballo o
extracto de yema de huevo como fuente de colesterol, extracto o dializado de levadura
como fuente de péptidos, glucosa como fuente de carbono y arginina o urea como
fuente de mtrégeno. El rango de pH que toleran varia de 5.0 a 6.8 para unos y de 7.2 a

7.8 para otros, dependiendo de sus requerimientos nutricionales, el rango de

temperatura es de 300C y el crecimiento tiene lugar tanto en condiciones aerobias

como anaerobias (7).



El genoma de los micoplasmas comprende un DNA circular de doble cadena con un

tamano aproximado de 5 x 10 8D v un contenido de guanina mas citocina (G-C) del

23 al 40 %. Su forma de reproduccion son por fision binaria (6).

A la fecha se han descrito mas de 150 especies de micoplasmas, las cuales se han
aislado ya sea como comensales o como patogenos en animales (incluyendo insectos),
plantas y humanos (9). Actualmente se sabe que los micoplasmas patogenos para el
hombre son Afycoplasmu pneumoniae, Mycoplasma hominis, Urcaplasma urealyticum

v posiblemente AMvcoplasma fermentans (10).

M. hominis esta involucrado en algunos casos de enfermedad inflamatona pélvica,
aborto por sepsis, fiebre puerperal y fiebre pos-parto; mientras que (/. urealyticum se ha

asociado a uretntis no gonococica (8,11).

M. fermentans en afos recientes, ha sido relacionado con algunas enfermedades de
humanos, sin embargo, su nicho ecologico y su modo de transmision no se conocen (6).
Los primeros aislamientos de M. fermentans provenian de pacientes que cursaban con

infeccion del aparato genital (12).

Williams y col. aislaron a partir de muestras de liquido sinovial de pacientes con
artritis reumatoide a M. fermentans en el 39% de sus casos y también observaron

inhibicion de la migracion de macrotagos en estos pacientes (4, 13).

Lo y col. al estar trabajando con material genético aislado de bazo y de tejido de
sarcoma de Kaposi proveniente de dos pacientes con SIDA, lograron transfectar una
linea celular de raton (NTH/3t3) y suginieron que este agente transformante era un virus
no descrito previamente y con caracteristicas diferentes a las de cualquier otro virus.
Posteriormente lo denominaron VLIA (Virus-like infectious agent) es decir , agente
infeccioso semejante a un virus (15). En 1989, estos investigadores demostraron que no
se trataba de un virus, al hacerlo crecer en medios libres de células utilizando el medio

SP4 lo que sugirié que se trataba de un miembro del orden Mycoplasmatales, clase



Mollicute, demostraron que estaba estrechamente relacionado con Af fermentans y lo

denominaron AL incognitus (16).

Mediante estudios que implicaron la comparacion serologica, hibndacion de acidos
nucleicos, composicion de bases de DNA (contenido de G +C), patrones de corte con
enzimas de restriccion, patrones electroforéticos de proteinas y estudios seroldgicos de

inhibicion metabélica se demostro que era A fermentans (17, 18, 19).

Lo y col., desarrollaron iniciadores para secuencias especificas de M. fermentans y
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, detectaron secuencias del

genoma de este microorganismo en 7 de 10 pacientes con SIDA (15).

Wang y col., describen la técnica para la deteccion especifica de M. fermentans
empleando la reaccion en cadena de la polimerasa (20). Hawkins utilizando los
iniciadores descritos por Wang logro detectar secuencias de A. fermentans a partir del

DNA extraido de la sangre de 6 pacientes HIV positivos (21).

Lo y col. utilizando anticuerpos monoclonales contra M. fermentans variedad
incognitus y técnicas de hibndacion lograron detectar a este microorganismo en timo,
higado, bazo, ganglios, linfaticos y/o cerebro de 22 pacientes con SIDA. Ademas, el
estudio ultraestructural con microscopia electronica revelo la presencia de este
microorganismo, tanto dentro como fuera de las células infectadas y al analizar los
tejidos afectados observaron desde la ausencia de cambios histopatologicos hasta la
necrosis fulminante con o sin respuesta inflamatoria, por lo que estos autores concluyen
que M. fermemans vanedad incognitus es un nuevo micoplasma patdgeno, con

capacidad citocida y citopatica (22).

Lo y col. en 1993, reportaron 3 casos de personas clinicamente sanas que murieron a
causa de un sindrome de dificultad respiratorias en el adulto, asociado a una infeccion
causada por M. fermenians ya que no encontraron otro agente etiologico, este

microorganismo fue detectado por inmunohistoquimica y PCR (23).



M. pneunoniae es un patogeno bien definido del aparato respiratorio humano. Este
microorganismo es ¢l agente etiologico de la neumonia atipica primana y en algunos
individuos durante el curso de la enfermedad induce la produccion de aglutininas frias,
las cuales son anticuerpos de tipo [gM dingidos contra el determinante antigénico [ de

los eritrocitos (27, 28).

M. pneumoniae se transmite por contacto directo; se puede diseminar mas facilmente
por contacto con las secreciones que por inhalacion de aerosoles. Una vez que ha
llegado a la mucosa respiratoria se adhiere finalmente al epitelio, iniciandose asi la
colonizacién que trae como consecuencia ciertos cambios bioquimicos como son la
disminucion en: ATP, AMPc, utilizacion de carbohidratos, transporte de aminoacidos,
sintesis molecular y metabolismo oxidativo. Todo esto ocasiona pérdida de cilios y
cilioestasis debido a los cambios morfologicos y funcionales que sufre la célula
hospedero (6, 26, 29, 30).

La falta de una pared celular, facilita la fusion de las adhesinas de membrana del
micoplasma con los receptores especificos presentes en la membrana de la célula
hospedera, creandose un microambiente en donde se acumulan ciertos productos toxicos

excretados por las bacterias (por ejemplo: H)Oy y NH3) que pueden dafiar la

membrana de la célula hospedera (6, 26,31).

Durante la infeccion en el aparato respiratorio causada por M. pneumoniae, algunas
veces se observa una neumonitis intersticial acompaflada de bronquitis descamativa ,
bronquiolitis e infiltraciones peribronquiales y de células mononucleares. También
pueden presentarse aunque en menor grado algunos de los siguientes sintomas: tos,
fiebre, dolor de cabeza, malestar general y rinorrea . De todas las enfermedades
causadas por M pneumoniae aproximadamente una quinta parte son asintomaticas; la
mayoria son enfermedades respiratorias leves incluyendo faringitis y traqueobronquitis
y s6lo una pequefia fraccion son casos de neumonia (32). El curso de la enfermedad es
largo ya que se ha demostrado que M. pneumoniae puede permanecer en el aparato
respiratorio durante 6-8 semanas e incluso después de tratamiento con antimicrobianos
(24, 33),



Las tasas de infecciones van de un 2% en periodos endémicos y hasta un 35% en
brotes epidémicos . Las epidemias por esta bactenas siguen un patron ciclico. en el que

cada 4 a 6 afios se ven aumentados los casos de neumonia por A pneumoniue (27 32).

MARCO DE REFERENCIA

Berkovich y col. en 1970, estudiaron 136 mfios de 6 meses a 16 afios de edad, en el
cual relacionaron signos y sintomas de exacerbacion del asma. En este estudio, 27 de 84
pacientes presentaron evidencia serologica de infeccion con M. pneumoniae o con
virus causantes de infeccion respiratona. La alta frecuencia con la que fueron
detectados estos agentes hace pensar que éstos fueron los agentes etiologicos

directamente relacionados con las exacerbaciones del asma (5).

Huhti y col. en 1974, estudiaron 63 pacientes, todos ellos con obstruccion bronquial
reversible con un rango de edad de 15 a 77 afios de los cuales 20 eran hombres y 43
eran mujeres, cada uno de los pacientes fue seguido durante el periodo de un afto. Estos
autores, aunque no dan pruebas concluyentes de la relacion causa-efecto sugieren que
ciertas infecciones por virus o micoplasma pueden exacerbar el asma bronquial y
asocian el 19% de las admisiones hospitalarias a infecciones causadas por virus o por
M. pneumoniae (34).

Tiperneni y col. en 1980, estudiaron 152 pacientes con asma y otras enfermedades
mediadas y no mediadas por IgE, en S de estos pacientes detectan titulos elevados de
IgE contra M. pneumoniue y afirman que la dificultad en el aislamiento del

microorganismo, no descarta el hecho de que estos pacientes sean portadores de M.

pneumoniae (35).

Seggev y col. en 1986, estudiaron 95 pacientes hospitalizados por asma aguda, de las
cuales, el 21% tuvieron evidencia de infeccion por M. pneumoniae, la cual fue

determinada por la presencia de niveles altos de [gM especificos contra el
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microorganismo, sin embargo, no se detectaron en aquellos pacientes no infectados por
M. pneumoniae. por lo que concluyen que la infeccion causada por Al pneumoniue

puede ser significativa en la exacerbacion del asma (36).

Elizondo v col. en 1988, evaluaron el papel de M. pneumoniue en reactivaciones del
asma y enfermedad pulmonar obstructiva cronica, para ello determinaron los niveles de
anticuerpos contra Af pneumoniue en ¢l suero de las fases aguda y convaleciente de 28
individuos con reactivacion del cuadro respiratorio y los compararon con sueros control
obtenidos del banco de sangre en el mismo periodo de estudio y de aflos anteriores sin
encontrar diferencias significativas entre los pacientes y controles del mismo afo, sin
embargo, la seropositividad en los aflos previos al estudio es significativamente inferior,
por lo que los autores sugieren la presencia de un pico epidémico de infecciones por M.

pneumoniae en el afo del estudio (37)

Gil y col. en 1993, reportaron el 24.7% de aislamientos de M. pneumoniae en 77
pacientes asmaticos, en comparacion con el 5.8% de aislamientos en 88 testigos. En
estos pacientes no se encontraron diferencias significativas en los aislamientos de M.
pneumoniae con respecto a la edad, sexo, antecedentes heredofamiliares de la

enfermedad o con el tiempo de evolucion de la misma (38).

Yano y col. en 1994, estudiaron el caso de un paciente de 37 aflos de edad, el cual
ingreso al hospital con sintomas iniciales de asma. El cultivo de exudado faringeo para
M. pneumonmiae fue negativo, sin embargo, |a prueba de fijacion de complemento y las
aglutininas frias fueron positivas. La infeccion por micoplasma se diagnosticé por un
incremento de 4 veces el titulo de anticuerpos contra A pneumoniae en el suero de las
fases aguda y convalesciente . Un ailo después del inicio de la enfermedad se detectaron
anticuerpos IgE especificos para M. pneumoniae vy al aito siguiente utilizando un
antigeno especifico de M. pneumoniae le realizaron una prueba de broncoprovocacion y
una dermorreaccion, las cuales resultaron positivas, lo que demostré una reaccion
alérgica inmediata a M. pneumoniae. Es probable que el paciente llego a ser atopico
después de la infeccion por micoplasmas, ya que estos pueden causar la destruccion de

las células de la mucosa respiratoria, facilitando con ello el contacto con alergenos. En

I0



conclusion, los efectos de la infeccion causada por M. pneumoniue son multifactoriales
¢ involucran una interaccion compleja de la inflamacion de las vias aéreas y una
hipersensibilidad mediada por IgE (39).

11



JUSTIFICACION

En un intento por dilucidar el papel de algunos agentes etiologicos en la exacerbacion
del asma bronquial, se ha tratado de involucrar a los microorganismos como una de las
posibles causas, sin embargo, solo a M. pneumoniae se le ha asociado con las
exacerbaciones asméticas, y recientemente se ha empezado a valorar el papel de M.
fermentans en aparato respiratorio, por lo que es necesano realizar estudios en los que
se incluya el aislamiento e identificacion de estos microorganismos, asi como también

la medicion de la respuesta inmune del paciente durante las exacerbaciones del asma.

HIPOTESIS

La presencia de micoplasmas influye en la exacerbacion del asma bronquial

presentandose alteracion en la respuesta humoral del paciente.

I2



OBJETIVO GENERAL

Relacionar la presencia de micoplasmas aislados del aparato respiratono superior, con la
alteracion de la respuesta inmune humoral del hospedero durante las exacerbaciones del

asma.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Aislar micoplasmas de pacientes asmaticos.
2. Medir la respuesta de anticuerpos antimicoplasma en cada exacerbacion, en aquellos
pacientes qu acudan regularmente a los servicios de alergia.

3. Medir la concentracion de anticuerpos tipo IgG, IgM, e 1gA en el suero del paciente.

13



ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

TOMA DE MUESTRA
(Pactentes asmaticos y testigos)

N

Medio de cultivo Puncion venosa

37 C hasta vire

del indicador
Positivo Negativo Obtencion del suero
(Congelaciona -20 C
hasta su uso)
Vire del medio sin  Vire del medio con
turbiedad turbiedad o sin cambio,
¢ hacer pase ciego entre los Determinacion de:
15-20 dias de incubacion Anticuerpos
antimicoplasmas
Identificacion con 20 ul del caldo en agar.  aglutininas frias
l Inmunoglobulinas

PCR
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MATERIAL Y METODOS

PACIENTES: Se les tomo un exudado faringeo y una muestra de sangre a los pacientes
con problemas asmaticos que acudieron al servicio de alergia del Hospital Universitario
de Puebla, Urgencias de Pediatria de IMSS San Alejandro y a la Unidad de Alergia
"David Paz Martinez". Se incluyeron pacientes de ambos sexos con un rango de edad de
S meses a 85 afios y con diferentes periodos de evolucion de la enfermedad y fueron
seguidos durante un afto aquellos pacientes que acudieron con regulanidad a estos
servicios. Los pacientes estaban con tratamiento para controlar la enfermedad

(antihistaminicos 0 vacunas contra antigenos a los cuales eran alérgicos).

TESTIGOS: Se incluyeron a personas no asmaticas y sin cuadro clinico de infeccion

respiratoria aguda.

AISLAMIENTO DEL MICROORGANISMO: Cada muestra de exudado faringeo se
deposité en caldo E con azul de metileno y acetato de talio (apéndice 1), posteriormente
se incubd a 37 C hasta el vire del indicador de rojo a amarillo sin que presentara
turbiedad. Para identificar las posibles cepas de micoplasmas se utilizaron las siguientes
pruebas: crecimiento en presencia de azul de metileno, fermentacion de la glucosa,
resistencia al acetato de talio, morfologia colonial y hemadsorcion de eritrocitos
humanos del grupo O. La identificacion de especie se realizé por medio de la prueba de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

TECNICA DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

La técnica de PCR fue realizada utilizando los oligonucleotidos

RWO04 ( GGACTATTGTCTAAACAATTTCCC ) y RWOS

( GGTTATTCGATTTCTAAATCGCCT ) que codifican para una region conservada en
M. fermentans y los oligonucledtidos MPS-1 ( GAAGCTTATGGTACAGGTTGG) Y
MPS-2 ( ATTACCATCCTTGTTGTAAGG) que codifican para la adhesina P1 de M.
pneumoniae. La mezcla de reaccion contenia SO mM de KCI, 1.5 mM de MgCl, , 10
mM de Tris-HCI (pH 8.3), 0.2 mM de cada desoxinucledtido trifosfato y una unidad de
amplitaq polimerasa (Perkin Elmer Cetus, Emerville) en un volumen total de SO ul.
Cinco microlitros de la muestra a ser analizada fue adicionada al final. Un lisado de A1
pneumoniae 'y M. fermentans que contenia 100 CCU y agua estéril fueron utilizados
como controles positivos y negativos respectivamente. Para procesar las muestras se
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utilizo un termociclador MJ Research, Watertwon, MA) para realizar 40 ciclos que
incluian un paso de desnaturalizacion a 95° C/20 segundos, una alineacion del primer a
62" C/60 segundos y una amplificacion a 72° C/60 segundos. Los productos
amplificados fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% vy
visualizados con UV después de tefirlos con bromuro de etidio.

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTIMICOPLASMA: La deteccion de anticuerpos
antimicoplasma se realizo por medio de la técnica de inhibicion metabolica descrita por

Velleca (40) y por la técnica de ELISA.

INHIBICION METABOLICA
Procedimiento:
1. Rotular una microplaca esténl de 96 pozos.

2. Depositar 50 y 25 ul de los diferentes sueros problemas en cada uno de los pozos de
las hileras 1 y 12 respectivamente.

3. Adicionar 25 ul de caldo glucosa en todos los pozos de las hileras 2-10.

4. Hacer diluciones dobles del suerd.

5. Poner 50 ul de la cepa de M. pneumoniae o M. fermentans que se van a probar en
los pozos de las hileras 1-10-

6. Adicionar 100 ul de caldo glucosa.

7. Poner 150 ul de caldo glucosa en Ia hilera 12 (control del suero).

8. Depositar 175 ul de caldo glucosa en dos pozos (control del diluyente).

9. Hacer diluciones decimales del antigeno y tomar 50 ul de cada diluciéon mas 125 ul

de caldo glucosa (control del antigeno).
10. Sellar los pozos con glicerina liquida estéril.
1. Incubar la placa de microtitulacion a 37 C durante 24-48 h.

Interpretacion de resultados: El titulo de anticuerpos se considera como el inverso de la
dilucién mas alta en la que ya no se manifieste el vire del indicador de rojo a amarillo.

TECNICA DE ELISA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS
ANTIMICOPLASMAS.

Preparacion del antigeno.
Se cultivan 250 ml del microorganismo y se centrifugan a 10,000 rpm durante 20
minutos, se resuspende el precipitado en PBS (10 ml) y se vuelve a centrifugar, se repite

el procedimiento 3 veces. Se ajusta en un espectrofotometro la densidad optica a uno en
buffer de carbonatos.
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1. Adicionar las placas con 200 ul de antigeno, dejando los pozos de las onllas sin
cubrir.

2. Cubrir las placas con su tapa e incubarlas a 37" C en camara humeda.

3. Almacenar las placas a 4’ C antes de su uso durante cuatro dias.

4. Aspirar el antigeno de las placas.

5. Lavar 5 veces con PBS (0.01 M de fosfatos y 0.15 M de NaCl pH 7.2 - 7.4) no
adicionar Tween -20. Retirar el exceso de liquido después de cada lavado.

6. Secar las placas.

7. Adicionar 200 ul de BSA al 2% ¢n PBS.

8. Tapar las placas y dejarlas toda la noche a 4" C.

9. Eliminar la BSA, pero no lavar.

10. Adicionar 200 ul de suero por pozo (si se usa suero diluido, diluirlo en BSA

2%/PBS).

11. Adicionar los controles positivos adecuados y BSA 2%/PBS como control negativo.

12. Incubar las placas por S h a temperatura ambiente, taparlas con su tapa y cubnrlas
con papel aluminio.

13. Eliminar el suero y lavar 5 veces con PBS/Tween (0.05%). Retirar el exceso de
liquido después de cada lavado.

14. Adicionar 200 ml del conjugado adecuado. Incubar toda la noche a temperatura
ambiente. Cubrir las placas con su tapa y con papel aluminio.

15. Eliminar el conjugado y lavar 5 veces con PBS/Tween (0.05%). Retirar el exceso de
liquido después de cada lavado «

16. Adicionar 200 ul del sustrato a cada pozo. Adicionar 200 ul a 8 pozos en una placa
no cubierta para utilizarla como blanco.

17. Incubar las placas por 60 minutos a 37° C en una camara humeda. Tomar el tiempo
tan pronto como se adicione el sustrato.

18. Parar la reaccién adicionando 20 ul de NaOH 1IN por pozo.

19. Leer las placs a 405 nm.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS: Los niveles séricos de 1gM, [gG
¢ IgA se determinaron por inmunodifusion radial, utilizando anti-inmunoglobulinas
comerciales, las determinaciones se realizaron de acuerdo a las especificaciones del

fabricante. Las aglutininas frias se determinaron de acuerdo a la técnica descrita por
Velleca (40X apéndice 1).

INMUNODIFUSION RADIAL (ENDOPLATE)

Para la realizacién de esta técnica se emplean placas de agarosa con el anticuerpo
especifico ya incorporado. En cada pozo de la placa se depositan S ul de los sueros
problema y control, los cuales difunden en forma radial a través del gel formando un
anillo de precipitacion con el anticuerpo especifico. Posteriormente se miden los halos
de precipitacion hasta el punto en el cual el complejo antigeno-anticuerpo ha alcanzado
el punto de equivalencia.
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Interpretacion de los resultados:
El diametro del halo de precipitacion es proporcional a la concentracion del anticuerpo.

AGLUTININAS FRIAS
Procedimiento:

1. Hacer diluciones dobles de los sueros problema y control en solucion salina isotonica
(0.85 %) de la siguiente forma:

Dilucion final

1:8 0.175 ml SSI + 0.025 ml del suero
16 0.100 mI SSI +0.100 ml de 18
1:32 0.100 mI SSI +0.100 ml de 1:16
1:64 0.100 ml SS1+ 0.100 ml de 1:32
1:128 0.100 m! SSI+0.100 ml de 1:64
1:256 0.100 mI SSI + 0.100 ml de 1:128
1:512 0.100 ml SSI + 0.100 ml de 1:256
1:1024 0.100 ml SSI +0.100 mi de 1:512

2. Adicionar a todos los pozos 0.1 ml de una solucion de eritrocitos al 1 %.

3. Colocar las muestras a 4° C durante 2 h.

4. Se consideran como probables positivas aquellas muestras que presenten en ¢l fondo
del tubo un escudo de tipo granular dificil de romper por agitacion.

5. Incubara 37° C durante 30 minutos.

6. Hacer la lectura considerando como positivas aquellas muestras en las que se observe
reversion o ruptura del escudo y como falsas positivas aquellas en las que el escudo
permanezca intacto.

Interpretacion de resultados:

El titulo de anticuerpos se considera como el inverso de la dilucion mas alta en la que se
observe la reversion del escudo.
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RESULTADOS

En nuestro estudio participaron 218 pacientes asmaticos, de los cuales 107 fueron
hombres y 111 fueron mujeres, cuyas edades comprendieron desde los 5 meses y hasta
los 84 afos. De ¢stos, solo 10 pudieron ser seguidos durante un aifo y a dos de ellos se
les aislo M fermentans  pero no se les detectaron anticuerpos especificos contra ¢l
microorganismo por inhibicion metabdlica. En cuanto a las concentraciones de
inmunoglobulinas, hubo diferencia estadisticamente significativa entre la primera

muestra con respecto a la segunda y tercera.

Del total de exudados taringeos procesados, se identificaron presuntivamente por
fermentacion de la glucosa, resistencia al acetato de talio y azul de metileno, morfologia
colonial y hemadsorcion 46 cepas de Mycoplasmu sp. Debido a que no es posible
diferenciar a M. pneumoniae de M. fermentans utilizando pruebas bioquimicas, la
identificacion definitiva de especie se realiza por PCR (figura 1), también se buscé M.
genualiun, y M. salivarium. De las 46 cepas presuntivas de micoplasmas, solo 12 de
ellas fueron identificadas como AL fermentans y ninguna como M. pneumoniae (tabla
).

Las concentraciones de 1gM, IgG e IgA de pacientes asmaticos y de testigos se
muestran en las graficas 1, 2 y 3, el analisis de vananza unifactorial realizado mostro
que hay diferencias estadisticamente significativas para 1gG entre los asmaticos con
cultivo positivo v cultivo negativo con respecto a los testigos y para IgM entre los
asmaticos con cultivo positivo con respecto a los asmaticos con cultivo negativo y

testigos. Para la IgA no se encontro diferencia significativa.

La respuesta inmune humoral de los pacientes asmaticos a los que se les aislo M.
fermentans se muestran en las graficas 4, 5 y 6, en las cuales se puede observar que
para el paciente | hay una disminucion en los titulos de [gM e IgG en la segunda y
tercera determinacion y en la cuarta el titulo de anticuerpos es igual al inicial, en los

pacientes a los que se les realizaron dos determinaciones, también se observa una
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disminucion en el titulo de la segunda determinacion. Para la [gA no se observaron

cambios significativos.

Las caracteristicas de los pacientes a los que se les aislo M. fermentans se muestran
en la tabla 2, a un paciente se le detectaron anticuerpos anti-M. fermentans (12) y
anticuerpos anti-A. pneumoniae por inhibicion metabdlica. En éstos pacientes, a 3 de
ellos se les detectaron aglutininas frias, en uno de ellos el titulo estuvo elevado después
de 8 meses. Los sueros se probaron por tniplicado para cada una de las especies de

micoplasmas.

Los anticuerpos de tipo [gM denominados aglutininas frias (tabla 3) se detectaron en
20 de los 218 pacientes que integraron el estudio, de los cuales 3 presentaron cultivo
positivo para M. fermentans , a S se les tomaron 2 0 mas muestras de sangre, 2 de estos
tenian titulo similar de anticuerpos.

La técnica de ELISA se realizo para detectar anticuerpos anti-M. pneumoniae en los
sueros de los pacientes, los anticuerpos que se buscaron fueron del tipo IgM e IgG, sin

embargo, no fueron detectados anticuerpos especificos contra este microorganismo.
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Tabla 1. Aislamiento de Aycoplasma fermentans de pacientes asmaticos.

EDAD Numero de Muestras Positivos
(afios)

03 28 3
3-10 109 1
11-20 22 1
21-30 9 |
31-40 24 2
41-50 8 2
51-60 8 2
61 10 0
Total 218 12

Fuente: Investigacion directa CICM.
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Figura 2. Amplificacion para Af genitalium utilizando los imiciadores MGl y MG2 y
para VM. homunis v M. salivarium RNAH] y RNAH2. Linea 1 y 12 marcadores de peso
molecular, linea 2 muestra negativa par A.genitulium, linea 3 control positivo para M.
genitulium, linea 4 muestra para M. pneumoniue | linea S control negativo para A/
homunis, linea 6 control negativo, linea 7 muestra negativa para AL hominis 'y A,
salivarium, linea 8 control positivo para A homunus, linea 9 control positivo para Al
salivarium, linea 10 control negativo para Al pneumoniue y linea 11 control negativo.
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Girafica | Concemtraciones de medias IgM por grupo de pacientes asmaticos con v sin AL fermentans.
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Gratica 2. Concentraciones medias de 12G por grupo de pacientes asmaticos con y sin AL fermentans

Concentraciones de IgG (mg/d!)

Nota:

i 1 1 1 3

B Positivo 12
W Negativo 145
O Controles 0

Los valores graticados son el promedio de las determinaciones individuales en cada grupo de pacientes

12 ' 20 350
180 281 247
142 63 237
Grupos de pacientes
(edad en afios)

181

279

@l Positvo
@l Negativo
O Cortroles

1.os rangos de edad fueron asignados cn los tres primeros grupos de acuerdo a la ocupacion del paciente v los otros grupos tucron

asignados por decadas
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Girafica 3. Concentraciones de IgA por grupo de pacientes asmaticos con y sin AL fermenians

1

Concentraciones de IgA (mg/dl)

Nota. |.os valores graficados son ¢l promedio de las determinaciones individuales en cada grupo de pacientes
i.0s rangos de edad tueron asignados cn los tres primeros grupos de acuerdo a la ocupacion del paciente v los otros grupos tucron

asignados por decadas
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Gratica 4 Concentraciones de 1gM en pacientes con Al fermentans.
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Gralica 5 Concentraciones de 1gG en pacientes asmaticos con Al fermentans.
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Gralica 6 Concentraciones de IgA cn pacientes asmaticos con A/ fermentans.
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Fabla 2. Caractensticas de los pacientes con VL fermentans

Paciente

11a
12a
1 3a
14a
21a
2 3a
31a
41a
4 43
51a
6 1a
7 1a
8 1a
91a
10 1a
11 1a
12 1a

AF = aglutiminas frias

(1:64)

Sexo

F

mng

nmTMmTmzNnNZZ

Edad (afios)

54

35

2912
28

2612
7112
41

37

45

12

10
60

Cultivo

Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

AF

Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
132
Negativa
11024
11024
ND
Negativa
Negativa
132

ND
Negativa
Negativa
Negativa

IM

Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
ND

Negativa
Positivo*
ND

Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

IM = inhibicion metabolica ND ~ no determinado
Positivo*: se detectaron anticuerpos anti-\ /. fermentans (1:2) v anti

VL pneumoniae
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Tabla 3 Titulo de aglutininas tras en pacientes asmaticos con v sin AL fermentans

Paciente

12
28
34
37
40
48
49
66
73
78
94*
105
112
142+
154
157
178
194
104
209

1

1256
1256
ND
164
116
1256
164
1512
11024
11024
ND
132
11024
132
1128
164
ND
132
1512
1128

2

ND
ND
1128
164
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
164
ND
ND
ND

3

ND
ND
ND
ND
116
ND
ND
ND
ND
ND
132
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND - solamente se tomo exudado faringeo

* = positivo para  \/ fermentans

4

ND
ND
ND
ND
18
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
11024
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND



DISCUSION

Aunque la patogenesis del asma bronquial no estd ain definida, la hipersensibilidad de
las vias aéreas es el nesgo caracteristico de esta enfermedad respiratona. Estudios recientes
sugieren que el asma es un tipo especial de inflamacion caracterizado por una eosinofilia en

el aparato respiratorio (39).

Las infecciones respiratorias son estimulos que con frecuencia  provocan las
exacerbaciones agudas del asma en niflos pequefos, en los cuales los agentes infecciosos
mas importantes son el virus sincicial respiratorio y el virus parainfluenza. En miflos
mayores y adultos predominan el rinovirus y el virus de la gnpe. En cuanto a los agentes
bacterianos, solo se ha tratado de relacionar |a presencia de M. pneumoniae 'y son pocos
los estudios que se han realizado para determinar la presencia de este microorganismo. En
una serie de 84 mifios asmaticos estudiados por Berkovich y col. , 27 tuvieron evidencia
serologica de infeccion por virus y M. pneumoniae durante la exacerbacion de la
enfermedad. Cuatro de los 27 pacientes desarrollaron infeccion mixta y 3 cursaron con
infeccion por M. pneumoniue (5). Huthi y col. encontraron un total de 27 episodios de
infecciones por M. pneumoniae y virus en 142 hospitalizaciones de 63 pacientes por asma
aguda, de éstos 27 episodios, 3 fueron asociados con M. pneumonie 'y solo 2 en
combinacion con un virus. E1 77% de las infecciones virales y micoplasmicas las asociaron
con las exacerbaciones del asma (34). Seggev y col. en 20 de 95 pacientes hospitalizados
por asma aguda detectaron titulos elevados de anticuerpos 1gM especificos contra M.
pneumoniae (36). Tipermeni y col. detectaron titulos elevados de IgE contra M.
pneumoniae en S de 152 pacientes con asma y otras enfermedades mediadas y no mediadas
por IgE (35). Gil y col. reportaron el 24.7% de aislamientos de M. pneumoniae en
pacientes asmaticos, en comparacion con el 5.7% de aislamientos en testigos (38). Yano y
col. encontraron evidencia serologica de infeccion por M. pneumoniae en un paciente que
presentaba sintomas iniciales de asma cuando fue hospitalizado y al siguiente afio le

detectaron anticuerpos IgE especificos para M. pneumoniae (39).
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Auln no se ha definido el papel de M. fermentans ya que son pocos los reportes que
existen sobre su aislamiento. En pacientes con infeccion de aparato genitounnario se
aislaron las primeras cepas de M. fermentuns (12). Y posteriormente Williams y col. lo
aislaron a partir de muestras de liquido sinovial de pacientes con artntis reumatoide (14) sin
embargo, en estudios realizados por Mardh y col. (41), Middleton y col. (42) y Stewart y
col. (43) no lograron aislara AZ fermentans vy esto lo atribuyen a una mala eleccion de las
técnicas utilizadas , ademas mencionan que los micoplasmas son contaminantes frecuentes
de lineas celulares y que los repetidos pases, asi como el tiempo de incubacion prolongado

pueden incrementar el riesgo de contaminacion de los cultivos.

Durante algun tiempo M. fermentans quedo en el olvido y fue hasta 1985 cuando Lo y
col. tuvieron interés en este microorganismo, sin embargo, la mayoria de estos trabajos se
han realizado en pacientes con SIDA (15,44) y existen pocos estudios en los que M.
Sermentans esta involucrado en otro tipo de padecimiento, en un estudio realizado por Lo y
col. asocian a este microorganismo con un sindrome de dificultad respiratona en el adulto
en personas clinicamente sanas sin presentar algun factor de riesgo para adquirir el
sindrome de inmunodeficiencia adquinda (23). Por otra parte, En el Departamento de
Microbiologia de la Universidad de Alabama en Birmingham, la Dra. Cassell y col. han

aislado a M. fermentans de niflos con neumonia (45).

En contraste a los estudios que revelan la presencia de infeccion por M. pneumoniae
durante las exacerbaciones del asma, en este trabajo no se encontro tal asociacion, ya que
unicamente se aislo en un 5.5% a M fermentans , estos hallazgos son dificiles de
interpretar debido a que no se conoce la prevalencia de este microorganismo en poblacion
clinicamente sana y son pocos los trabajos en los que se reporta el aislamiento de este
microorganismo de aparato respiratorio; el hecho de que M. pneumoniae no se haya

aislado puede admitir varias posibilidades:

1. Que el microorganismo no participe como agente desencadenante de estas
exacerbaciones, que no esté presente en forma infectiva persistente o bien que los medios

de cultivo utilizados fueron inapropiados (34).



2. Unicamente se detectaron anticuerpos anti- AL fermentuns 'y anti-AL pneumoniae en un
paciente, posiblemente porque la cepa de referencia utilizada en 1a inhibicion metabolica no
fue la apropiada, ya que a la fecha se ha reportado que existen 4 serotipos para M.
fermentans y dos para A preumoniae del microorganismo . Otra razon puede ser el hecho
de que los micoplasmas se caracterizan por ser pobres Inmunogenos, agentes
inmunosupresores y con capacidad de desviar la respuesta inmune del hospedero a
antigenos no relacionados y posiblemente a otros agentes infecciosos (48). En el caso de
M. fermemans se ha reportado que es un agente inmunosupresor, debido a que en
infecciones experimentales en monos no se ha logrado detectar la presencia de anticuerpos

especificos contra el microorganismo (46),

A pesar del gran nimero de antigenos presentes en nuestro medio ambiente, el sistema
inmune es capaz de producir anticuerpos especificos para cada antigeno (47). En el caso de
las enfermedades causadas por micoplasmas, se ha observado que estos microorganismos
pueden sobrevivir en el hospedero a pesar de una respuesta humoral vigorosa e incluso

después de tratamiento con antimicrobianos (24, 33, 48).

Por medio de estudios in vitro se ha demostrado que A pneumoniae puede activar
células B para producir anticuerpos especificos a antigenos no relacionados. Esta actividad
también ocurre in vivo durante la enfermedad causada por M. pneumoniae debido a que
existe una respuesta de anticuerpos contra sarampion, varicela, rubéola, o contra el virus de

las paperas ( 30, 48).

El papel de los anticuerpos especificos para micoplasmas puede ser el de controlar el
desarrollo de estos organismos sobre las mucosas, ya que Hu y col. han demostrado que
estos anticuerpos pueden prevenir la adherencia de M. pneumoniue al epitelio respiratorio
(47).

Por lo anteriormente expuesto y considerando que en los pacientes atopicos la respuesta

por 1gG e 1gM esta alterada (37), es importante detectar si existen anticuerpos especificos
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contra micoplasmas. Uno de los métodos utilizados es la inhibicion metabolica, que es
esencialmente una técnica de inhibicion del crecimiento en medio liquido. La actividad
metabolica de los micoplasmas se manifiesta por la produccion de acido a partir de la
fermentacion de la glucosa provocando un vire en el pH del medio de cultivo. Los
anticuerpos antimicoplasmas inhiben la capacidad de estos para metabolizar la glucosa y

por lo tanto, la produccion de acido (9, 27, 49 50).

Dado que la inhibicion metabdlica es una técnica sensible v especifica, correlaciona bien
con los resultados obtenidos mediante el uso de otros procedimientos serologicos,
utilizados para medir la respuesta inmune inducida por micoplasmas, como puede ser
ELISA, que se caracteriza por ser altamente sensible y especifica (9), sin embargo, es
dificil evaluar el titulo obtenido de una sola muestra, pues unicamente €l aumento de 4
veces 0 mas en el titulo de anticuerpos en sueros pareados correlaciona positivamente con
la enfermedad, mientras que un titulo igual nos indica un contacto con el agente (9). Estos
criterios también son validos para la determinacion de aglutininas frias, uno de los primeros
parametros patologicos que cambian durante la fase aguda de enfermedades causadas por
M. pneumoniae (25). A pesar de que existen estudios que demuestran que titulos mas altos
y con mayor frecuencia se observan en infeccion por M. pneumoniae que en neumonias
por adenovirus estas no son especificas, ya que también pueden detectarse en otras
infecciones respiratorias como pueden ser aquellas causadas por el virus sincicial
respiratorio, virus de la influenza, virus de las paperas, asi como también en enfermedades

colageno-vasculares y mielomas (25).

En pacientes con infeccion primaria, la IgM puede ser detectada después del séptimo dia
de iniciados los sintomas y llega a un maximo en 2 6 3 semanas y en pacientes con
reinfeccion no se detecta. El uso de sueros pareados para demostrar la infeccion por M.
pneumoniae s de gran utilidad, ya que un incremento de 4 veces o mas en el titulo de 1gG
indica un proceso infeccioso agudo. Las determinaciones de IgA pueden ser utilizadas para

el diagnostico de infeccion por M. pneumoniae primaria y en reinfecciones (S1).
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La adhesion es un evento intimo que ocurre entre el micoplasma y las células epiteliales
del hospedero, lo que presupone que los micoplasmas son parasitos de membrana. Las
células epiteliales son activadas en pacientes asmaticos por un incremento en los
marcadores de superficie semejantes a [CAM-1 y HLA-DR, asi como en la liberacion de
mediadores proinflamatorios como la endotelina |, que influye en el calibre de las vias
aéreas y se ha mostrado su expresion en pacientes asmaticos, (pero no en controles) sin
embargo las células epiteliales no parecen presentar un incremento en la proliferacion, pero
si hay un aumento en la produccion de c-fos, el cual regula la transcripcion de muchos
genes que juegan un papel critico en la diferenciacion celular, las células inicialmente
datadas son habiles para iniciar la reparacion del epitelio produciendo factores
quimiotacticos y moléculas de adhesion semejantes a la fibronectina. Las células epiteliales
pueden ser activadas por diferentes mecanismos, se ha observado que estas en pacientes
asmaticos llevan el CD23 o Fcg RII y pueden ser activadas directamente por anti-IgE y es
posible que también por alergenos (52).

La fase aguda de la infeccion por M. pneumoniae se caracteriza por un incremento de
leucocitos polimorfonucleares no especificos en el lumen bronqueoalveolar, este
reclutamiento correlaciona con un incremento de [L-6, TNFalfa e [FNgamma (55), los
cuales son mediadores de la inflamacion, ademas se ha visto que en las areas inflamadas del
tejido respiratorio los complejos entre los oligosacaridos de la membrana del hospedero y la
membrana rica en lipidos de los micoplasmas, pueden servir para disparar una
autoinmunizacion y la predominancia de anticuerpos anti-l, preferentemente que anti-li.
Después de la infeccion puede reflejar una gran abundancia de receptores de carbohidratos
ramificados tipo 1 sobre la superficie de la célula del hospedero, con lo cual los
micoplasmas forman complejos inmunes. Las secuencias reconocidas por M. pneumoniae
de sialil-N-acetil-lactosamina estan presentes en las células ciliadas bronquiales a lo largo
del cilio y microvellocidades, ademas de encontrarse en entrocitos y células inflamatorias
incluyendo linfocitos, monocitos y granulocitos. La interaccion con linfocitos B y T tiene
diferentes efectos, sobre linfocitos T dispara una respuesta mitogénica, mientras que en
linfocitos B hay sintesis de 1gM sin mitogenesis, esto parece ser influido por las secuencias

sialil-l presente en los linfocitos B, en los cuales se encuentra una familia de glicoproteinas
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de elevado peso molecular conocidas como T200(CD45) y en linfocitos T las secuencias
sialil se encuentran en una sialoglicoproteina (CD43). Se sugiere que el agente infectivo o
sus adhesinas sirven no solamente como acarreadores y adjuvantes para los carbohidratos,
sino también como mediadores de la interaccion entre células B y T, asi como en células
accesorias a través de oligosacaridos v favorecer la respuesta de anticuerpos, aunque

también se ha observado que puede presentarse inmunosupresion (53).

;Como los micoplasmas pudieran exacerbar el asma?

Los micoplasmas (A pneumoniae y M. fermentans) tienen como blanco las células
epiteliales del aparato respiratorio, se sabe que estas células al ser dafladas liberan diversas
sustancias, entre ellas unos péptidos llamados endotelinas 1,2 y 3, de los cuales se sabe que
la endotelina 1 es un potente inductor de la liberacion de histamina (54), por lo que
suponemos que el daflo a la célula epiteliales pudiera ser un mecanismo de exacerbacion

del asma (figura 3).

Otro mecanismo podria ser a través de IgE, ya que se ha reportado la presencia de estos
anticuerpos en pacientes asmaticos, se sabe que el enlace de estos anticuerpos con el
antigeno especifico, inducen la liberacion de mediadores de la célula cebada (figura 4). Los
micoplasmas también pueden interaccionar directamente con las células a través de
sialoglicoproteinas, por lo que una interaccién directa con la célula cebada induciria la
liberacion de mediadores (figura 4). La interaccion de los micoplasmas con las células
cebadas a través de mecanismos dependientes e independientes de IgE, también puede
llevar a la secrecion de IL-4, la cual intervienen en la produccion de IgE y ademas, se ha

demostrado que las células cebadas presentan antigenos a los linfocitos B (figura 4).
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Freura & Interaccron de los micoplasmas con las celulas epiehales como posible

mecantsimo de exacerbacron del asma
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CONCLUSION

Los niveles séricos de IgM se encontraron elevados en los pacientes con cultivo positivo
para M. fermentans , sélo en uno de éstos pacientes se detectaron anticuerpos anti-M.
Sfermentans , por lo que con los resultados obtenidos es dificil concluir si los micoplasmas
participan en la exacerbacion del asma bronquial, sin embargo no se descarta que los
micoplasmas exacerben el asma bronquial, debido a que los mecanismos de patogenicidad
de estos microorganismos son muy similares a los observados en la exacerbacion del asma,
por lo que se propone que los micoplasmas pudieran exacerbar el asma por una interaccion
directa con las células epiteliales, o bien a través de mecanmsmos dependientes e
independientes de IgE.
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APENDICE |

AGARE

Agar excento de inhibtdores 13¢g
Caldo para micoplasmas 13¢
Rojo de tenol 0.5 ml

Disolver en 65 ml de agua desionizada y llevar a ebullicion durante un minuto.
Ajustarel pH a 7.8 con NaOH IN.
Esterilizar a 15 1b/15 minutos.

Dejar enfriar v adicionar:

Suero de caballo 25 ml
Dializado de levadura 10ml

Glucosa 2.5ml
Penicilina 0.06 g

Vertir en cajas de Petri estériles y almacenar a 2° C.

CALDOE

Caldo micoplasmas S5g

Rojo de fenol 0.5ml
Azul de metileno 0.025 ml
Acetato de talio 0.5mi

Disolver en 162.5 m| de agua desionizada .
Ajustarel pH a 7.8 con NaOH IN.
Esterilizar 15/15 minutos.

Dejar enfriar y adicionar:

Glucosa 25ml
Extracto de yema de huevo 25 ml
Extracto de levadura 8.75 ml
Penicilina 0.12¢

Verter en tubos estériles alicuotas de | ml y almacenara 2° C.
DIALIZADO DE LEVADURA

L.evadura seca activa 120 g
Agua destilada 260 ml

Mezclar y esterilizara 10 Ib/10 minutos.
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Verter en bolsas de dialisis.
Adicionar agua destilada v dejara 2° C durante 48 h.

El dializado obtenido se esteriliza a |5 1b/15 minutos.
Almacenar en alicuotas de 10 mla 2" C.
EXTRACTO DE YEMA DE HUEVO

Yema de huevo estéril 20mi
Regulador de fosfatos estéril pH 7.2 0.015M 80 ml

Mezclar v verter en botellas estériles.
Centrifugar a 12, 000 rpm/40 minutos a 2’ C.

Adicionar al sobrenadante 0.06 g de penicilina.
Verter en tubos estériles alicuotas de 25 ml y aimacenar a2’ C.
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