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V. RESUMEN 

Desde hace muchos arlos es rcconoc1da fil capacidad que tienen los M1coplas"1as 

de afectar en diferentes formas al S1stcn1a Inmune (SI) del hospedero En el presente 

traba¡o se realizaron experrrnentos con el fin de entender Jos mecanismos de estos 

efectos sobre el SI El an.3/rs1s general d--~ los resu/fados de la pnmer&l parte del trabaJO 

mostró una mfeccron persrstente qu<:> no c;e H!SO/v10 en un periodo de l1cmpo corto. 

evidenciando una d1sfuncron genernr ch~I s1slen1.1 1nn1une. con var1ac1on muy notable en 

todos los fenómenos evaluados En la segundJ p.:ir1e se encentro que aprox1rnadamente 

a part1r del d1.:i 38 d~ 1nfccc1on se presentaron c..:1n1b1os irnport.:Jntes en los porcento.JJúS de 

las subpoblac1oncs de lrnfocrfos T. co1nc1den!ente los nrveles d<! u1terleuc1nas CJn1b1.:lron 

en el dia 10 para el IFN-y y en el d1L1 15 par;:i I~ IL-4. en el primer C.3'..io ;:l partrt del dra 15 

se produ¡o un descenso en su concentrac:on en sut~ro que se n1antuvo por dcb.:i10 de los 

controles durante el t1cn1po que duro l.:l rnfccc1on La prueba de DTH rnostro una reacción 

menor en los an1n1a/es tratados que los controles dutiHl!C todo el periodo de infeccion. 

observandose una recuperac1on en el d1zi 30. pero d1sni1nuycndo .:1un nias para el día 40 

En cuanto a las membr<inas. est.:.is n1ostraron ~·t..'f n11togenic.::is pcira cculal<Js B y 

aparentemente en mucho n1cnor proporc1on para T. y los niveles de interh:ucmas 

secretados por l1nfoc1tos de bazo de arnn1ales mfect3dos y no infectados estimulados con 

preparados membrana/es de A.-1ycoplasma prescnt;iron un aumento en los niveles de IL--4. 

y en el caso de los lrnfoc1tos de anm1ales mfcctados. al;n est1mul.:idos con 

fitohemaglutinina mostraron niveles aumentados de ll--4 En les estudios h1stologrcos 

realizados a los animales infectados. se encontr.:Jron en pulmon lesrones características 

de M1coptasrnas. en bazo se observó una d1sminuc16n aparente de Ja cantidad de foliculos 

presentes y en timo. la médula ocupó un 50% del espacio observado Sa10 estos hechos 

es posible éstableccr que hay claros md1c1os de que los ft..11coptasmas modulan la 

respuésta inmune de los ratones controlando de alguna manera la actrv1dad de las 

subpoblaciones Th, y Th:;:, llevando al animal a un estado de descontrol inmunológico. que 

le permite al microorganismo sobrevivir. srn embargo los resultados que aqui se 

presentan muestran que este fenomeno (que tiende a ser rnmunosupresor) no es 

sostenido, y el animal se recupera durante una etapa de la infección para después volver 

a ser inmunosupnmido. en una secuencia de eventos de tipo recurrente que da una 

explicación al fenómeno de cronicidad que es caracteristico de /a enfermedad causada 

por este microorganismo. 
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VI. SUMMARY 

E.xperiments were performed to undel"stand the mechamsms of thc Mycop/asrna 

effects on the 1mmune systcm.The general ana1ys1s of the results on the first part of this 

work showed a chronic infcct1on w1th ev1dcncc of a general dysfunction of the 1mmune 

system The second part showcd 1mportant changcs on the percent.:igcs al T cells 

subpopulahons frorn d1tterent organs (thyn1us. blood and spleen; of infectud an1rna1s. at 

the same time there wcre changes on 1nterlcuk1n-4. 1nh.!rleuk1n-10 nnd "!-intcrfcron 

Delayed typc hypcrsens1t1v1ty test showcd a minar rcact1on 1n 1nfccted •.1nirnals than the 

non-infected controls on d1ffcrcnt stagcs of the 1nfcct1on. follo\N1ng lhc changes of thc 

cytokines tcsted in serum Membrancs prcparat1ons from ,..,1 pulmonr~ and M caoricolum 

showed m1togenic act1v1ty far B ccl\s and 1n less degree for T cells. 1n v1tro stimulat1on of T 

cells Wlth thcsu membrancs le.ad to the product1on of h1gl1 lcvcls of IL-4 W1lh the 

informataon of th1s work, 11 is poss1ble to establish that Mycoplasrna mfection modulates 

the 1mmune response. controlhng lhe act1v1ty of T.,, and T ":: cc\\s subpopulat1ons. these 

cffects allow thc m1croorgarnsms to surv1ve Evtdcnce shows that the animar s 1mmunc 

systern recovers and fati aga1n into supress1on Th1s could be the CJ(plo.nat1on of the 

chron1c1ty of this d1sease 
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1.- INTRODUCCIÓN 

1.1. CONCEPTOS GENERALES. 

Los M1cop/asrnas son agentes 1nfecc1osos conocidos desde hace mucho tiempo 

baJO la denommac1on de grupo de .. plcuropneumonta-llke-orgarnsmsH (PPLO). 

organismos sen1e1antcs a los que provocan lil plcuroncumon1a. y capaces de originar 

enfermed,-idcs en el hon1brc y ¡inin1.::1lcs Se cons1der;:in ante todo como agentes 

causales de ncurnoni;:i atrprca pnm.n1a en el hun1.::ino. de una f.::1rrng1t1s exudat•va en el 

hombre. así c::on10 de /a pleuroneurnonia tnfccc1os<J de los bovinos. de I¡¡ agalact1a 

infecciosa de la ovc¡a y cabra. de neurnonia. scros1!1s y artritis del cerdo. enfermedad 

respiratoria crónica y s1nov1t1s 1nfccc1osa de las aves. y ncurnonra de tos roedores y 

rec1cnternenle en 1nfeccrones renales de p.-:ic1cntcs con t-flV de los cuales h<in se han 

aislado nuevas especies con crecrn11cnto rntracelul,,r (lo. 1989) Es caracter1st1co de los 

.'\t11coplasn1as segun vLlnos 1nvcst1g;ldorcs (Sanie y col. 1970). que las cepas patogcn.:is 

Que se hallan latentes en hospederos sólo sean c.-:ipac.cs de provoc.:.ir la <ipo:inc1ón de 

enfermedad cuando la resrslenc1a del hospedero resulta drsrninuida por la acción de 

factores de diversa nzituralcza Los ~~~1coplasn1a:s pueden encontrarse en estado saprófito 

en el suelo y en las aguas residuales 

Los M1coplasmas se diferencian claramente de otras bactcnas y los virus por las 

siguientes caracterisllcas 

1. Capacidad de reproduccion en medios exentos de celulas y con determinadas 

sustancias nutnc1onalcs 

2 Tamaño entre 125 y 250 nm 

3. Crecimiento en colonias de forma y tamaño caracterishco sobre meC1os solidos 

4. MuU1plicación en red de filamentos por medio de corpúsculos elementales cocoides. 

5. Multiplicidad de formas. como consecuencia de la falta de una sustancia consistente 

que forme la pared celular 

6. Facultad de atravesar los filtros con poro de 0.45 f.tm y rnanlener su capacidad de 

reproducción 

7. Resistencia a la pen1c1hna y acetato de talio. 

8. Carecen de pared celular y contienen colesterol en su membrana en la misma 

proporción que las células eucariotes 

Estos gérmenes son inmóviles. carentes de esporas. por lo general aerobios 

gramnegativos y que se colorean bastante bien con el Giemsa: tienen especiales 



necesidades nutnc1onales (colesterol, estero1des. etc.) En lo referente a sus propiedades 

b1oqulmicas y serológicas. se registran notables diferencias entre miembros de la misma 

especie La dcnommac1ón de ",\-11coplasmus" aplicada a estos m1croorganismos obedece 

a las formas de crcc1n11ento n manera de rn1ccl1os observadas en ocasiones y a su 

marcado pleomorf1srno (Kneg y Hott, 1984) 

1.2. CLASIFICACIÓN 

Edward y Frcundt establcc1cron en 1956 la clas1f1c.ac::1on s1stcmat1ca de lodos los 

M1coplasn1as segun su especie y origen 

Otros nombres uttlt.-:ados fueron los de Astcrococcus myco1dcs (Borrct y col . 

1910), Coccobac1/lus (M.::irtz1nowsk1. 1911), A11cromyces (Frosch. 1923), Mycopl<Jsma 

(Nowak, 1929) corno primera denom1n;ic1on gencnca correcta. Asteromyces (Wrob1cwsk1 

1931), Borrclomyccs (Turncr. 1935). Bovm1yccs (Sabin. 1941 ). etc hasta que. con 

motivo de la Conferencia de Melbourne sobre Pteuroncumonia (1960). se recomendo 

denominar .. Mycoplasn1a myco1dus" al agente productor de la pleuroneumoní.:i 

contagiosa. Como protot1PO de este grupo esta el agente causal de la pleuroneumonia 

contagiosa de los bovinos, que fue reconocida por vez pnrnera por Pasteur como 

enfermedad microbiana (Kneg y Hott, 1984) Nocard y col ( 1898) aislaron y descnb1eron 

estos gérmenes infecciosos, que mas tarde constituyeron r;on otros m1croorgan1smos 

seme1antes el grupo "pleuro-pneumoma-organ1sms'" (PPO) Otros agentes patogenos 

que exh1bian ciertas coínc1dencias con las propiedades de los gérmenes de la 

pleuroneumonía recibieron la denominac1on de .. pleuro-pneurr.onia l1ke organisms" 

(PPLO}. en este grupo se colocaron a los gérmenes que, entre otras afecciones. 

producen la agalactia de la oveJa y de la cabra. conocidas desde largo tiempo atras. asi 

como la enfermedad respiratoria crónica de las aves. tan estudiada actualmente La 

designación de PPLO para estos m1croorganrsmos resulta conceptualmente inexacta. ya 

que con ella sólo se hace referencia al relativamente raro cuadro clirnco que producen en 

éstas especies. pero no a los agentes causales en si. Este viejo término técnico PPLO ha 

sido desechado tras la introducción de una nomenclatura y clas1ficación nuevas. De 

acuerdo con las reglas de la taxonomía. la designación de las familias de estos 

microorganismos pudo derivarse del nombre de las especies. La ordenación unificada de 

estos gérmenes se llevó a efecto teniendo en cuenta las siguientes características: 1) 

ciclo reproductor: 2) resistencia frente a altas dosis de penicilina. telunto potéisico y cristal 



violeta; 3) favorecimiento del crcc1micnto mediante colesterol y estero1dcs y 4) inhibición 

del crec1m1ento por sueros especiftcos 

La clasificación de estos m1croorgan1smos se halla contenida en el Manual de 

Bcrgey (Krieg y Hott. 1984): en la Cuadro 1 se mencionan las principales especies y las 

enfermedades que causan 

1.3.Dcfinición 

OIVISION TENERICUTES 
CLASE 1 MOLLICUTES (f'.1oJ 11 cu les or Mol h qu tes L ad¡ r110/115 blando peg,,blc. L tem n cutis 
piel. M L fem pi n clase Mo//Jcutc:-; con lirn1tcs celulares plegables) 
FAMILIA 1 MYGOPLASMATACEAE My coplas ma ta·ce ac M L neul n r .. 1ycopla:-;ma type genus 
of the fam1ly.-aceae para denotar una fan11ha. t .. 1 L fem pin P.1ycoplasmataceac la fam1ha 
Mycoplasma (Kneg y Hott. 1984) 
GENERO MYCOPLASMA. 
My co plas·n1a Gr mase n myccs un 1 hongo. Gr neut n Pl{!.~~Zl a!go formado o moldeado. una 
forma. M L.neut n Mycoplf!;;JI!-ª 

Se aceptan actualmente 5 grupos de la clase Moll1cutes 1) grupo pneumoniae. 2) 

grupo hominis; 3) grupo csp1roplasma. 4) grupo anaeroplasma y 5} grupo asteroplasma 

(Weisburg y col. 1989) 
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Cuadro 1. Los M1coplasmas más comunes y las enfef'Tl'ledades que producen (Kncg y 

Hott. 1984) 

NOMBRE ESPECIE ORIGINAL ENFERMEDAD 

M aga1act1t1 

M agafact1n vor bov•s Bovinos MastrtJa. 01galact1a. 1nfec.aOn genital 

M anat1s Patos S1nusrt.1a 

Rata/ralon Pohartnt1s 

M bov•gerntalurn Bov1no!l Masut1s 

M can•$ Perro 

M tells Gato ConJUOl1v1!1s 

Hombre 

~M~9-.~,,~on,.-a-,u-m~------~~-t-A7v~•-c•~<~gacu'~,n-a-.,c----j-~~------~-~-----1 

M galf1sopt1c_u_m---------+-A-••_•_t_g_a_t~ton-a-.-. -pa_v_o_•_) -+~c=R=o". -.,-n-u-.. -",-,-n"te._c_c•_O_••-.-,-,n-o-v"1t1_• ___ , 

1nfecc1osa 

M gatae Gato 

Cerdo Annt1s 

M hyt1r1fu1nos.J Cerdo Artnlis 

M hyoqen1ta1·"um=---------1-~C'°'•cc,o~o~-----+..,7a"'•°"o•"',.c-.~m~•"'"cc,,~ .. -. "°•g~a~<~act=•'°a--------1 

M hyopneurnon1ae Cerdo Neumon1a enzootica 

M hyort11n1s Cerdo Neumon1a enzoottc.a. pol1seros1t1s y 

pol1ar1nt1s rmohs atrof1ca. enfermedad de 

Gitasser 

M 1nocuum 

M maculosum 

M myco1dos vor myco1cJos 

M myco1des var capn 

M mofoagricJ1s 

M nourolyt1cum 

M pnoumon1ao 

M pufrnonis 

M .sal1varum 

M. spumans 

M synovrao 

Aves 

Aves 

Perro 

Bovinos 

Cabralove¡a 

Pavos 

Ralón 

Hombre 

RalonJrata 

Hombre 

Perro 

Gallinas 

Pleuropneumon1a contagiosa 

Pleuropneumonia contagiosa 

lnttamac16n de sacos aereos. 1nfecc1on 

genital 

Enfennedad ·Goratona· 

Neumonia pnmana at1p1c..a 

Catarro conlagooso. afecciones 

pulmonares cron1c.as 

S1nov1t1s 1nfecc1osa 



En este genero se encuentran unos m1croorgan1smos pleomorficos. que var1an en 

formas desde la esfenca o ligeramente ovoides (forma de pera) con aproximadamente 

0,3-0 8 µm de d1an1etro hasta f1/arnenrosos (ram1f1cados) de diamerro uniforme. variando 

en long1lud desde S hasta 150 µm Las celulas carecen de pared celular y estan 

rodeadas solamente por una membrana plasmallca Gram negalrvo Usualmente no 

movlles. pero se t1ü probado un desplazan11ento en algunas especies Anaerobio 

facultativo L.:is colonras son n1uy pequerias (usualmente menor de 1 mm de d1ametro) 

La colonia t1p1ca ba10 condiciones de cufl1vo adecuadas hene una apanenc1a de huevo 

fnto, son C.."lfa/¡_1sa neg.:it1vos Own1organo trop1cos ut1/1zando azuc.o··líes o arginina como la 

pnnc1pal fuente de energr.:i Reqweren colesterol o esteroles relacionados para crecer 

Par<is1fos y patogenos de una arnp/1.:i variedad de hospederos n1arnderos y aves El ~,O 

G+C del DNA v.:u1.:1 de 23140 (Tm y Bd) y el tamailo del genoma de las especies 

examinadas es de a pro)( Sx l oB daltons Especie trpo l\1ycopla~n1~1 1ny::;o1Ct~s (Kfleg y 

Hotl. 1984) 

1.3.1. Morfologia 

La fortlla celular de los A11coplas111as parece depender de las cuahd<Jdes 

nutric1onales y la presión osrnot1ca del medio de crec1m1en10 as1 como la fase de 

crecimiento del cultivo El crec1m•cnto filamentoso esta asociado usuatrnente con cultivos 

logarítmicos Jóvenes creciendo en cond1c1ones opt1nias No obstante. la fase filamentosa 

es transitoria y los flfamentos se transforman t~n cadenas de cocos los cuales al final se 

separan (Bredt y col 1973) Muct1as de las diminutas y flexibles ce/u/as de /',/!ycoplasrna 

en cultivo pueden atravesar .'...lpreradarnenle filtros con poro de 450 nrn de d1arnetro. de 

hecho. el paso a traves CJe dtchos frHros consfJtuye una de las propiedades usadas para 

definir un aislado de Mycoplasrna nuevo Datos experimentales mas recientes as1 como 

las consideraciones teoncas han llevado a la conclus1on de que las células de 

Mycoplasma mas pequeñas capaces de reproducc1on tienen cerca de O 3 µm de d1amerro 

(Razin. 1978) 

La observac1on al mrcroscop10 de contraste de fases o de campo obscuro de los 

cultivos Jóvenes en caldo son los proced1m1enfos recomendados para la examinac1on 

microscópica de los l\t11coolas1nas ya que introduce drstors1ones m1mmas en fa forma de 

las células. Ademas. permite la observac1on de la mot1hdad que caractenza a muchas 

especies de M1coplasmas El examen de organismos fijados con metano/ y teñidos con 

Giemsa. es preferible a la tincron de Gram Para m1croscop1a e/ectrómca debe ponerse 



atenc1on especial en la osmolandad de los f11adores y en los amort1gu<:Jdores ya que estos 

pueden alterar drast1can1ente el tarnar'o y la forma real de los organismos La membrana 

de los M1coalasrrws esla const1!u1da de lip1dos anhpat1cos (fosfolip1dos. ghcolip1dos 

esteroles) y proteínas La fac1hdad de su aislan11ento en una forn1a pura y la habilidad 

para 1ntroduc1r alteraciones controladas en su compos1c1on llp1d1ca. han hecho de esta 

membrana la hcrran1u.!nfa mas ulil en estudios de n1en1branas ( R.:izin y Rotten1. 1976 

Razin. 1981) En rnuch.::1s espL•C1es de .\11copfasrna:; la superf1cre celular esta cubierta por 

un n1.:iten.al c.::1psul.u. qlJC en al~¡unos c~1sos pueden teñirse con ro¡o de rutt1enrun1 una 

t1nc1on general p.or.::i pol1.:-in1ones usadLJ para dernostrar los gl1cocallces (pol1sac.ar1dos de 

celulas euc.:-t.r1otas) En el t .. ~ n1yco1d.:s subsp rnvco1des cst<:1 capa esta t1echa de 

galactan=:i (Plackclt y Buttery. 1964. Gourlay y Ttirower. 1968) Secciones delgadas de 

M1coplasnu1s revelan que las celulas esto:in const11u1das de 3 organelos solamente la 

n1embrana celular. los r1bosomas y el genoma prOC<lr1ole caracter1sl1co No h;:iy cv1denc1a 

de alguna estructura n1en1branosa intracelular con10 los mesosomas En muchas 

especies se han observado estructuras eSP•.:Ct<tl1zado:is en forma de punta Estas 

estructuras parecen JUgLu un p.:opel en !a aóller1:nc1:1 de los Af1r:-o¡)/dS."nc1::. al t1ospedero y 

en el rnov1m1enlo de algunos de estos orgarnsmos t Bro'."dl. 1979) El tra1am1ento breve del 

M pneurnon1ac con Tnton X- 1 OO. tnd1ca que el c1~ntro en forn1a de bastan de este 

orgarnsmo consiste de un cumulo de fibrilas que podr1an extender~e a toda la cclula 

formando un c1toesquelclo <Bredl y col 1973~ 

1.3.2. Condiciones de Crecimiento 

El crec1m1enlo de los /l.,,11coplasrnas en medro liquido produce usualmente una 

opacidad ligeramente v1s1ble La absorb.:inc1a de los cultivos a 640 nm raramente excede 

0.3 y es usualmente mucho mas baja Las colonias de casi todas las especies de 

M1coplasn1as muestran la t1p1ca forrna de .. huevo frsto". que consiste de una zona opaca 

granular central inmersa en el agar y una penfenca plana translucida en su superficie La 

apariencia de la colonia depende mucho de las cond1c1ones de crec1m1ento. edad del 

cultivo. concentración del agar. e1c Por lo tanto. en un medio pobre en nutrientes o con 

pH inadecuado. cond1c1ones atmosfencas diferentes o cuando la superf1cre del medio este 

demasiado seca el crec1m1ento central hacia abaio (penetrando al medio). puede llevarse 

inicialmente a cabo sin la formac1on del crcc1n11ento penfenco superficial (Razin y Oliver. 

1961 ). Se debe establecer también que una minoría muy pequeña ha mostrado no tener 

colonias en forma de "'huevo fnto" ba¡o cualquier cond1c1on de cultivo La forma de 
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reproducción de los M1coptasmas ha sido materia de d1sput.:l No obstante. estudios de la 

biologia molecular de estos organtsmos mucstr<Jn claran1ente qu~ l<J repllcac1on de su 

genoma. el cual debe preceder la d1v1s1on cclul-'H. sigue el rn1sn10 pairan que la d1v1s1on 

por fisión binan.a en otros proc<Jnotcs (Morow1tz y Wallace. 1973) Para Que la f1s1on 

b1nana ocurra. sin ernbargo. l.:t d1v1s1on c1topl;:isrnatica debe estar completamente 

s1ncron1zada con la repllcac1on gl~nonHca lo cu.::il no es s1cn1pre el CL"t~o con los 

M1coplasr71as La d1v1s1on c1topl:tsnl.:i!lc.1 dt.• lo•. ,\11cop/..J:...rn.1:.; puede llevarse a cabo 

despues de l.:1 rcphc.:ic1on del genoma produciendo ILt torrnac1on de filamentos 

muthnucleares (Peterson y ce! 1 U7J. Uredt y col 197 31 L;t d1v1s1on subsecuente del 

c1toplasn1a por constr1cc1on de la n11.:n1br~tna c-n ;i'gunos !:.Jt1os entre los gcnon1as lleva a la 

formac1on de cadcn¡is c;iracter1st1cas ló.ls cu;11es despucs se fragmentan para producir 

celulas sencillas L.3 .. ge1n;ic1on" obscrvad.1 frecuentemente en los cultivos de 

M1coplasn1as (Anderson y Bar lle. 1965. Razin y Cosenza. 196G) puede de hecho ser una 

fornia de f1s1on b1nar1a en la cu.:tl el c1toplasn1a no se d1v1de equ1tat1vamente entre las 

celulas h11as 

Los M1coplasrnas tienen ti.:ib1lld¡¡des smtet1czis 1m11t:-td:-ts deb1d.:ls probablemente a 

su genorna pcqlicrio y forn1a de vida corno parns1tos Consccuenternenle requieren de un 

medio complejo para su crec1m1ento consistente de 1nfus1on de cerebro y corazon 

peptona. extracto de levadura y suero (Edwnrd. 194 7 Hayfl1ck 1965. Freundt y col . 

1980} El suero provee. entre otros nutrientes. ac1dos grasos y colesterol para la s1ntes1s 

de membrana en una forn1a ns1m1lablP. no tox1c.:i Algunos n1ed1os de cultivo han sido 

desarrollados para los Micoplasrnas M 1nyco1cJ0s y Act101epl<Jsn1ci la1d!a~·.-11 <Rodwell. 

1979). ambos organismos requieren de un cornpleio con1unto de ;:::¡m1noac1dos. ac1dos 

nucleicos o precursores lip1dos. v1tam1nas e iones inorganicos y gtucosa como fuente de 

energia Ciertas cepas de ,'\,1 flyorfl1ms crecen pobren1en1c o no crecen en medios 

art1f1ciales convencionales debido a su sens1b1hdad a factores toxtcos encontrados 

principalmente en el extracto de levadura y el s1.icro de C(~rdo o de los restos de tej1dO del 

cual se aisle (Del G1ud1ce y col. 1980) Estas cepas no cultn,:LJbles pueden ser mas 

rápidamente aisladas e 1dent1ficadas por proced1m1cntos de cult1·vo c~lular (Hopps y col . 

1973) 

La mayor1a de las especies de M1coplasmas son anaerobios f.:icultat1vos Como 

los cultivos de muestras de te¡1dos primarios frecuentemente crecen solo en cond1c1ones 

anaerobras. se prefiere una ntmosfera de 95"/:::. de N¡ y 5~'0 de CO~ para el aislamiento 

primario El pH m1c1al del medio de crec1m1ento debe a1ustarse a aprox1mildamente 8 O 



para los M1coptasn1as fcrmcnta11vos y a 6 Q.(i 5 para los M1coplasrna:; no fermentativos 

degradadores de ::trgimna El rango de temper::itur:l para crecm11ento varia de acuerdo a 

la especie y la compos1c1on de colesterol y acedos grasos desde aproximadamente 20-c a 

aproximadamente 4o•c La temperatura ópt1m.:i para la rn¡¡yor1a de los M1cop/a::;n1as es 

de 36-37'"C. La glucosa u otros carboh1dr.:i10~ mctabolLi:ables pueden servir como una 

fuente de ener91<1 pura los h,f1cnf•l.1:;.:na:; fcrrnentat1vos que pose•-•n la v1a gl1col1t1ca de 

Ernbden-f\.1eyerhof Los productos fu1.--ilcs pr1nc1pales son el ácido lac.11co en gran cantidad 

y el ac1do puuv1co. :ic .:icelico y el .;-¡cetd n1•~lll c.;1rt:J1nol (Poll.ic1o:.. 1~J7'.J1 l ."1 df:3radac1on de 

argminn por 1..-.1 vía de la arg1rnna h1drola!;.::1 se ha propuesto con10 la n1ayor fuente de A TP 

en los !v11coplasrr1ds no ferrnent.::1!1vos (Sch1n1l-.e y col. 19GG) 

Existe dtvcrstdad antigcnica dentro de c1ettas especies de fi.~}'Cop/aSnliJ corno el M 

t'iomm1s (Raz1n. 1968. Hollmgdale y Lcrncke. 1D70. L1n y K;::¡ss. 1974}. ,..,,r pu/monis 

(Forshaw y Fallon. 1972) y h,1 <.irr¡miru (Thuk1ll y Hcnny. 1975) Tal he!t.."rogene1dad 

ant1gén1ca ha sido notad.:t con estas especies en una vancd.:.id de pruebas serolog1cas y 

parece éstar correlac1on.::-ida con d1fcrenc1as entre ant1gcnos de mernbrana o proteínas de 

membrana de cepas individuales (Alexander y Kenny. 1980) Los .\-f1coplasmas son 

usualmente resrstcntes a la bcnc1lpcnrc1l1na y otros ant1b1ot1cos í1-tactam1cos cuyo blanco 

principal es la s1ntes1s de pépt1dogl1can pero son usualmente sensibles a los ant1b1ot1cos 

que inhiben la síntesis de proteinus en procariotcs. tales como las tetrac1cl1nas y el 

cloranfenicol La susccptibil1dad a otros ant1b1óhcos es vanable. particularmente a la 

entromu:.ina y ciertos otros macrolldos Est<J propiedad puede ser útil para la 

d1ferenc1ac16n de las especies (Brunner y Wc1dner, 1981} La mayoria de los ~11coplasmas 

toleran diluciones de 1 :2000 a 1 .4000 de acetato de taha. el cual es incorporado corno 

agente selectivo en el medio 

1.3.3. Hospederos 

Las especies de M1coplasmas son parásitos de las mucosas y art1culac1ones. Las 

infecciones por estos organismos han sido mas frecuentemente asociadas con 

enfermedades del tracto respiratorio y genitounnario, donde el paras1to se adhiere 

firmemente para colonizar el tejido epitelial. La asociación intima entre los M1coplasmas 

y sus células hospedero provee un medio ambiente en el cual concentraciones locales de 

productos tóxicos excretados por los organismos (H~02 . NH 3 )pueden acumularse y causar 

dar.o tisular (Razin. 1978: Razin, 1981). Como ninguna pared celular separa a la 

membrana plasmática del parásito de la de su hospedero. el intercambio de antígenos 
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ocurre entre las dos membranas, un evento que puede desencadenar respuéstas 

inmunológicos de consecuencias senas para el hospedero (W1se y col . 1078) La 

asociación intima entre los A11coplasrn..1s y las membranas de las celulas del hospedero 

se rene1a tarnb1cn por el fenómeno de ~c...1pping .. (cubnn1u~nto) que sucede en /1nfoc1tos 

infectados. seguido de la expulsron de vesiculas de men1brana de origen presumible del 

hospedero {Stanbr1dge y We1ss. 1978) Este fenómeno está rclac1onado a la bien 

conocida inducción de tr<lnsforrnac1on blasto1de por .'Vicoplasrnas (Naot. 1982} 

1.4. Mycop/asrna pu/monis 

Se han observado dos formas de ce/u/as móviles a) una cclula redonda con una 

porción protuberante flexible. a menudo más gruesa en el extremo distal y b) una célula 

elongada con un a!argarmento en un extremo La longitud de las células varia de 1 5 J.lm 

a más de 5 pm Las estructuras terminales sirven probablemente como organelos de 

adherencia durante la mov1l1dad de desplazamrento exhrb1da por las células. también se 

ha descrito la rotación constante de las células coco1des El m1crooranismo pierde la 

mov1l1dad después de cultivos repetidos Se puede demostrar la presencia de una matnz 

capsular e::actracelular por lmc1ón con ro10 de rutenio También se han observado 

proyecciones s1m1lares a las de los mixovirus al rn1croscop10 electrcnico Las colonias en 

medio sólido tienen una apariencia granulada y vacuolada: tienen una tendencia pequet'ia 

a crecer dentro del agar; y el punto central ésta menos definido que en la mayoria de las 

otras especies de Micoplasmas_ Las caracteristicas fis1ológ1cas d1stint1vas de ésta especie 

se muestran en el cuadro 2. Produce ácido de maltosa. dextrina. glucógeno pero no 

partir de fructosa: mientras que se han reportado resultados conflictivos para galactosa. 

Las colonias en medio sólido adsorben eritrocitos de carnero pero no células 

branquiales epiteliales de mono. rata, cuyo y polfo: también absorben espermatozoides de 

humano y toro. Además. el receptor de los eritrocitos no se destruye con neuraminidasa 

(Aguila y col .. 1988). 

Aunque una gran mayoría de las cepas de ésta especie parecen constituir un 

grupo serológicamente homogéneo. han sido demostradas diferencias menores en 

pruebas de difusión en gel. entre la cepa C de Sab1n ( 1941) y otras cepas murinas. Se ha 

demostrado la presencia de diferencias en la composición antigénica de ciertas cepas de 

origen no n1~rino y se han demostrado antigenos comunes con otras especies 
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metabolizantes de glucosa. l.as cuales incluyen el M nourolyt1c11m, el M can1s y el M 

hyorhtnJS 

El M puln1on1s es fuerte patogeno de ratones y ratas Causante pnmano de 

enfermedad respuatona crontca. una enfermedad lcnt.:i progresiva y muy comun Que se 

caracteriza en su estado <1C1udo y crónico por rm1trs ot1f15 media. con1unttv1tis. 

laringotraque1t1s y bronconcun1ont.:i llevando a bronqu1ectasras La 1nf~cc1on experimental 

del raton por 1noculac1on mtranasal es dos1s-depend1ente y produc·~ ya sea lesiones 

transitorias m1mmas. enfermedad aguda fatal car.Jcteriz.:ida por exud."lc1on de fluidos y un 

gran núrncro de neutrof1los en los csp~1c1os alveolares o bronconeumonia crón1c...1 

La enfcrn1edad cxper1n1entnl en ratas no es dosis depend1en!e y se caroctereza por 

el desarrollo lento de enfermedad crome.a en el pulmon En las ratas. la enfermedad 

natural esta acompar'\ada. en más del 30°/o de animales hembras. por oofonlls y 

salp1ngrt1s que pueden ser producidos expenmentaJn1enle en r~11as hbrcs de patogenos 

por inoculac1on intravenosa Un pequeño porcenta.1e de ratas machos con ep1d1m1t1s y 

uretritis tienen M pulrnon1s en los conductos eferentes La enfermedad natural del tracto 

genital de ratones no ha sido report¿¡da. pero lesiones s1m1lares a l;is observadéls en ri1tas 

han sido producidas experimentalmente Artritis purulenta aguda que puede llevar a 

artritis crónica dominada por 1nfiltrac1on celular mononuclear e h1perplas1a del te11do 

sinovial puede producirse en ratas y ratones por 1noculac1ón intravenosa La 1noculac1ón 

intracerebral del M pulmonts en ratas recién nacidas mduce h1drocefaha La artnt1s 

aguda y crónica puede producirse en conejos por inoculación en la art1culac1on de las 

rodillas (Cassel y Hill. 1 979)_ La infecc1on se adquiere normalrnenle de la madre durante 

los primeros días de vida. También se encuentra en la nasofaringe. con¡unt1va y tracto 

genital de los cuyos. los hamsters chinos y sirios; y ocasionalmente en conejos. Algunas 

especies se han recobrado de la nasofannge de caballos con enfermedad respiratoria 

aguda y febril (Barile y col., 1979). 

1.5. Mycoplasma capricolum 

Estos microorganismos se presentan en forma de células cocobacilares y 

filamentosas muy cortas Estructuras intracitoplasmáticas. similares a las formas 

encontradas en el M. myco1des, han sido demostradas en cepas frescas aisladas de ésta 

especie. Las colonias en medio sóhdo pueden tener un diámetro de hasta 1cm (o más en 

algunos casos) y son por lo tanto similares en tamaño a las del M. mycoides subsp. cspn 
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y la cepa LC (colonia larga) de M myco1dos subsp myco1des. Se produce fuerte turbidez 

en culllvos en e.nido después de 24 hr E':sta especie puede crecer con pequeña'!'> 

cantidades de colesterol y los requerimientos de esterol pueden llenarse parcialmente con 

los precursores alqu1l-subst1tuidos del colesterol 8.a¡os nrvelcs de colesterol no son 

capaces de perm1t1r el crec1n11enlo del h,.1 capncolurn Ninguno de los derivados de 

esterol que pcrn11tcn el crecrrn1cnto probados son n1od1f1cados rnet:lból1c.amente 

(Odnozola y col. 1978. Oahl y col. 1980:.1. 1!)80b) Producrm :ic1do a p.:Jr11r de glucosa y 

manosa. pero no a partir de escul1na Se ha demostrado qui• corT1parten antigrnos con 

las dos subespec1es de /\'! 1nycouh?.'; por la prueba de prec1p1tac1on en crec1m1ento 

Serológ1camentc son distintos de esta y otras especies de ~!ycoplei.srna y Acf1oícpla::-.rna 

por la prueba de 1nh1b1c1on del crec1n1a~nto e 1nrT1unoOuorcsccnc1a 

El M capncolurn es patogcno par;:i cabras ba10 cond1c1ones naturales y 

experimentales para borregos y cerdos Aislado mic1almente de lzis art1cul3c1oncs y bazo 

de cabras durante un brote en California. de una enfern1ed'1d de sorprcs1v;:i apanc1on con 

signos y síntomas corno fiebre scpt1c.a. drsmmuc1on o cl1mrnJc1on de la lactac1on. 

1nOamac1ón de las art1cu!ac1oncs de la pierna y con¡unt1v1t1s A menudo l¡i 1nfecc1ón es 

rap1damenlc fatal para las crias. la patolog1a de esta 1nfecc1on en cabras infectadas 

experimentalmente infectadas es srrn1lar a la observada en casos naturales con poltartnt1s 

fibrinopurulenta como la lesión sobresaliente El r11Jcroorgan1srno tambu'.!-n se encuentra 

en la nasofaringe de cabras sanas y borregos y ha sido aislado en un.a ocas1on de la 

mucosa urinaria de un borrego de rastro (Sanie y col . 1 979) 

Cuadro 2. Características B1oquim1cas del M. pu/monis (M p.) y el M. capncofum 

(M.c.) (Krieg y Hott. 1984) 

C.G. C.M. H.A. F. F.P. R.T. H.G. D.S.C o.e. H. %M 

Me d +/+ ? ? 24.1-25.5 

Mp -/+ d 27.5-29.2 

C G- • C-illabohs.nio de Glu.:;os..i CM • Cat.abc.>losmo de M.,11nosao HA " H1dn:>l•!.•S de Ar>1•nrna F ., Foslatas.a. F P -
Fonnac>On de Pello.Jola. R T "' ReduC.Oón de Telra..""'.clro. H G : H1drOlos1s de Getahna D S C "' D~cshón de Suero 
COilgutado. OC • 0tg.,st16" oc Caserna H • HemadsoroOn %M"' •,._M G•C del ONA 

1.6. LOS MICOPLASMAS Y EL SISTEMA INMUNE. 

Muchos productos derivados de diferentes cepas de Mycop/asma han sido 

propuésta como moduladores del sistema inmune en diferentes formas (Ruuth y Praz. 

1989). Un producto del Mycoplasma arthntidis conocido como MMAs· estimula Ja 
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proliferación de linfocitos {Alkin, 1986) y l.:i producción dt? mterlcron-y (K1rchner y col. 

1986); los Ac1>oloplasn1a spp (Sugama. 19901 y las membranas de los ~sp1ropt;1snm::; 

(Sher. 1990) estimulan la sintcs1s del Factor de Necrosis Tumoral - <J fTNF-ul y l.Js 

membranas del M arg11nn1 o 1\-f arrhn!1d,5 inducen 1~1 pro/1ferac1ón de n1acrófogos por la 

mducciórt del factor estimulante de colcn1:ls de gr::inu!ootos y rnacrofagos (GM-CSF) 

(SWat1. 1990) Una :::.ene de reportes (r..tuhlradt, 1991 ). han descnto la presencia de 

material de alto peso molecular del fc..1 fvrrn(..•nt.:ins que induce 1n ~-1fro la produccion de 

1nterleuc.na-6 (IL-0) y el p3pel de cst.:-1 y otr.;:is 1ntcrleuc1nas (IL-2. IL--4 y ll--OJ en l<.l 

generac1on de cc/ul::is T c1tolit1cas a partlí de t1rr1oc1tos est1n1ul,:-1do<> por el r~10Hf· .. 1 G~1ll1ly y 

col (Gallify. 1989), dcrnostrnron que l.:J preseni.:1.:l de A1 ornle dur;:-1nte liJ 1ncubac1on de 

macrófagos con c.C!ulas turno<ales resulra en el .:1n1qwl.-:am1ento de estas u!ttrnas debido a 

Ja mducctón del TNF-n. Lo mismo fue Ccmostr.::ido por Sher ($hpr y col. 1990) usando 

membranas de M capncoturn. defirHcndo la s1m1/itud QUt.' existe cn1re e/ LPS y las 

membranas del Mycoplasrna en cuanro a su capacidad inductorLJ de nionocinas 

Corno estos ejemplos existen muchos articulas que cstablec1;.·n la activ1d;;:id de los 

M1coplasrnas o sus productos sobre las celulas inn'lunes. el cuadro 3 contiene un 

resumen de los reportes más importantes de ésta <Jrea 

Aunque las maniféstaciones clinrcas asoc1ada!i con las 1nfecc1ones por 

Micoplasmas son usualmente débiles. algun.'.Js 1ntecc1ones pueden ser letales La 

identsfi~ción de nuevas cepas con técnicas cada vez más sofisticadas para su deteccion 

está haciendo posible correlacionar más enfermedades con este m1croorgan1smo. Como 

ya se describió antenormenre estos m1croorgomsmos est.an obligados a v1v1r en la 

superficie o en ta vecindad cercana de celulas eucaríotes ya que no pueden sinrett.Zar 

muehas moléculas precursoras 

La adherencia de tos Micoplasmas a fas cólul<;'ls eucariotas es una necesidad para 

el uso efectivo de éstas como fuente de nutrientes. Es muy probable que la adherencia a 

Ja superficie del hospedero pueda. en si misma. producir la amplia variedad de cambios 

celulares que ocurren durante las infecciones por Mycoplasma. tales como pérdida de 

cilios. ciliostasis, vacuolización c1toplasmát1ca, ruptura de mitocondnas. h1perplasia y 

metaplasia epitelial. formación de ce1u1as gigantes. m1togénesis. c1totoxic1dad y secreción 

de inmunoglobufinas (Sanie y col. 1979). Los M1coplasmas pueden inducir estos cambios 

por eliminación de nutrien1es del medio ambiente de la ce/ula eucariótica yfo afectando 

directamente el metabolismo del hospedero (McGarrity y col .. 1984; Upchurch y Gabridge, 

1983), liberando toxinas (Tully. 1981), interactuando con receptores (l\1atthes y cot 1988, 
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Berkoff y col. 1987. Wise y col. 1978) o induciendo la expres1on de receptores (Fleisher. 

1989, Lernke y col. 1985). Los M1coplasmas pose-en en sus membranas enzimas 

involucrad.:ls en el transporte de metabohtos que pueden interactuar con las funciones de 

la células hospederas (Dudler y col, 1908) 

Cuadro 3 Efecto de algunos Ar11coptasn1a::; 5obre el Sistema Inmune 

ESPE:CIE CE LULA BLANCO EFECTO REFERENCIA 

M_!J__:.r¡!!!.~'.!_~-·--~--~--J cclula":> B munnas ___ r1rtóg*:_~------ l_f:i~_<.:_?J_,___!~~!?..__-
M arg1nu11, 1 rnacrótagos munnos producción d~ Gt .. 1-CSf-~ Stuart. 10:-t'JO. Cole. 
M artf1nt1d1s ! cefulas T munnas y de m1tógeno. /FN--J1kc· 19811. Kirchner. 

hurnano5 198G 

------~- ----------- ------M artt1nr1d1s macrófagos n1urrnos producción de GM·CSF e Homfeld y col 
IL-6 1990 

Stuan. 1990 

~ ~:~~;;;~~~;~-;:~~----+-"'~~eo~'~~·~=:~,,~~s_m_hu•~un_n~~=~~~o-s-y--~~,-':~~e-C-us~~~s,-~~~-~-,-cqe_l_L_--1.~6-.----t-"~O';~~·~-,;~a~~~~.'~,~~~;,,c=•".5~--l 

M. galflsopt,cum 

M ho11ut1fS 

M hvorh1n1s 
M hvorh1n1s 
f.lf ncurolyt1cum 

M. oro/e 

M pneumon1<:io 

macrófagos munnos TNF. prostagland1naa. 1991 y 1992 
oxido n1tnco (NO) y efecto 

macroragos munnos 

macrof af)os murinos 
macrofanos munnos 
celulas B munnas 
células B munnas 

n1acr61agos munnos 

cefulas B munnas y 
humanas 

tumonc1da 
tumoncida 

tumonc1da 
tumonoda 
m1t0Qeno. sintes1s de la 

tumoncida 

m•tógeno 

Takema. 19'31 
Uno. 1990 
Uno. 1990 
Uno. 1990 
Prousr. 1985 
Naol. 1977 
Kaolan. 1986 
Loewenstein, 1983 
Uno, 1990 

1 B1berfeld. 1976 

Tales interacciones pueden jugar un papel en la inducción de los fenómenos 

autoinmunes y en su pobre aislamiento a partir de ciertas enfermedades asociadas 

comunmente a estos microorganismos (Ruuth y Praz. 1989): alternativamente puede 

deberse al éstac1onamiento del microorganismo en sitios carentes de mecanismos 

efectores inmunes o a algún tipo de enmascaram1ento ant1génico como en el caso de 

algunas cepas que secuestran el antigeno Thy-1 y la fgG (O;;ivis y col. 1981; Stanbndgc y 

col., 1981; Watanabe y col .. 1987). Adem<ls. se ha reportado que los tumores infectados 

con Micoptasmas presentan mayor invasiv1dad (Stackpole y col., 1988) y generación de 

metastasis (Oud/er y col., 1988) 

Varios Micoplasmas han sido reconocidos corno mitógenos policlonales para 

<:elulas T y/o B en forma restringida o no restringida al complejo mayor de 



histocompat1bilidad (MHC); los efectos m1togénicos son hospedero-espec1ficos y más o 

menos célula·especificos (Cole y col .. 1982. Naor y col. 1977) Tamb1cn se ha 

demostrado que los A.11coptasrnas pueden inducir secreción de inmunoglobultnas de 

células B asi como secrcc1on de c1toc1n¡as de lineas de monoc1tos El hallazgo de que el 

M pneumon1ao induce transformnc1on blasto1de de llnfoc1tos de p.:ic1entes con neumonia 

atípica pnmana constJtuye lJn;1 de las pr1tneras descnpc1oncs de la act1v1dad rn1togón1ca 1n 

v1tro de estos n11croorgan1srnos <Barde y col 1979) Eslo se corroboro con la obscrvac1on 

de que el l\,f pneurnoruuo acflJa con10 un m1tógcno pof1clonal p<1ra celulas B hun1anas y 

murmas (8iber1e/d y Gronow1cz. 1076, B1ber1e/d. 1977) y que los l!.11coph1.~rntJ.<; inducen 

.. capping'" en linfocitos (St.:inbndge y We1ss. 1978) Postcnormcnte muchos grupos 

reportaron los efectos de vanos tipos de A11coplasnh?S sobr~ J1nfoc1tos de diferentes 

especies (Aldndge y col. 1977, Naot y col. 1977 . Wise y col. 1978) La act1v1dad 

biológica de los M1copldsrnas cornunmente es la acflvac1on de cclulas efectoras en una 

forma irrestncta. no obstante se han reportado algunos casos de act1vac1on restringida 

por el comple¡o principal de h1stocompat1bd1dad (MHC) (Bekoff y col . 1987. Cole y col . 

1987) 

Aunque la mayoría de los estudios reportan los efectos de los M1coplasmas sobre 

Jos linfocitos esta claro que los macrófagos pueden también ser estimulados (D1etz y 

Cole. 1981; Loewenstein y Galf1ly. 1984)_ Para tener un mayor entend1m1ento de /os 

mecanismos por los que los M1coplasmas inducen la expres1on de c1tocmas 

proinflamaronas, Rawand1 y colaboradores(1996) ut1/i..zaron tres lineas monocit1cas (HL-

60. U937 y THP-1) con las cuales demostraron que la 1nducc1ón por M1coplasmas es 

diferente a la reahzada por el LPS bacteriano involucrando eventos postranscnpcionales. 

Además. en las células THP-1 las vías de inducción de c1tocmas inducidas por los 

Micoplasmas permanecen operables en condiciones donde las vias del LPS san abolidas. 

Jo cual sugiere una independencia funciona/. Estos mismos investigadores demostraron 

además que los constituyentes de las membranas fueron responsables de estos efectos. 

donde Ja fosforilación de tirosinas es un evento crucial. (Rawandi y col., 1996). 

Existen dos cepas de ratas (LEW y F344) que difieren en su susceptibilidad a la 

infección con M. pu/monis; las ratas LEW son sensibles a la infección y desarrollo de la 

enfermedad mientras las ratas F344 no lo son (Dav1s y col., 1 985). Las ratas LEW 

responden con más alto grado de activación poficlonal a la activación con mitógeno y la 

jnyección de M_ pu/monis que las ratas F334. Hay una marcada diferencia en la 

producción de respuésta especifica a Ja exposición de M. pulmoms; las ratas F344 
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producen 50 veces mas lgG2b especifica que las ratas LEW (Williamson y col, 1986, 

Simecka y Cassel. 1987) Ln producción de anticuerpos no ayuda a los animales a 

recobrarse de la enfermedad respiratoria pero pueden protegerlo sr se adm1mstran antes 

de Ja infección (V'/111iamson y col . 1986) 

En ratones. la expos1c1ón a M pu/monis lleva a una respuesta especifica de 

cclulas B dependientes de cc!lulas T en la cual la mayori;i de las clonas produce lgG, 

(Rose y Cebra, 1985) L.1 respuesta cspec1f1c.;-i a M pulrnonis se puede mcrementar por Ja 

admin1strac1on s1multilnea de sulfato de dextran (K1sh1ma y col. 1987) Todo esto nos 

habla de que los efectos de los l\.11coplasn1as sobre el srstema inmune pueden ser 

especificas de acuerdo a las cepas del f\,11copla::.n1as y 1.:1 informac1on genehca del 

hospedero 

1.6.1. LOS SUPERANTiGENOS DE LOS MICOPLASMAS. 

Un grupo de moleculas act1vadorcs polic/onales, conocidos como superantigenos 

se encuentran entre los más potentes m1tógenos de celuras T Se llamaron asi por su 

habilidad para activar todas las células T que expresan secuencias comunes en su 

receptor de células T independientemente de su especificidad por el antigeno y MHC. A 

diferencia de los epitopes de células T que enlazan al s1t10 de unión del MHC y son 

reconocidos por el receptor de células T. los superantígeno·; parecen reconocer residuos 

fuera del sitio de enlace del MHC y el receptor de células T Por lo tanto éstas moléculas 

enlazan simultáneamente al receptor de células T y las moléculas del MHC y activan un 

gran número de células. Incluidos entre los superantigenos estan las enterotoxmas de 

Staphylococcus y la toxina del sindrome de choque tóxico no. 1 del Staphylococcus 

sureus. t:stas toxinas parecen activar gran número de células T cooperadoras por el 

entrecruzamiento de las moléculas de las receptores de celulas T con cualquier clase de 

molécula clase 11 expresada en una célula presentadora de antígenos. Se estima que una 

de cada cinco células T pueden ser activadas por los superantigenos produciendo la 

liberación de niveles anormales de citocinas. las cuales pueden llevar a choque y muerte 

en algunos casos (Kuby. 1992) Dentro de los M1coplasn1as se detectó por primera vez la 

producción de un superantigeno en 1981 (Cole y col .. 1981) conocido como MAM 

(mitógeno de M. arthntidis) o MAS (M. arthntid1s superantigeno). El Mycoplasma arthnt1dis 

es un artritógeno de roedores que causa una enfermedad crónica y recidiva que 

histológicamente semeja la artritis reumatoide humana. El mitógeno del M. arthntidis 

(MAM) fue descrito cuando se demostró que los microorganismos vivos y Jos 
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sobrenadantes de cultivo inducen la prohfcrac1on de células c11oll11cas de bazo de ratón. 

Lo cual llevo al aisl.:im1cnto de un potente m1togeno de cclulas T e 1nduclor de IFN--t de 

linfocitos humanos y dn ralón Los estudios sobre los mecanismos de presPntac1on de 

l\rtAM a las celulas T y el reconocun1ento de est.;:is, sugrr1eron que este producto .a<:flvaba a 

linfocitos de una forma novedosa Lsta vi..-i se sab1.! ahor.:1 que se asen1e1a a Id de las 

moléculas inclwdas dentro del grupo de los superant1genos tColf" y At1<1n. l:J<J 1) 

En un eSILJd10 reciente se con1paro la C..""1p:ir:1dad de v.1r1os sup.~ran!1genos de 

1nduclí la ltberac1on de c1toc1n3s en célul.35 rnononucleares pt:-nfenc .. 1<¡ humanas. 

demostro que todas las toxrn.::ls probadas mduJeron IL-1 " y I" IL-2. JL-4. IL-6. IFN-r y 

TNF-u Sin embargo, se encontró que la exoto.Yina er1trog>:."'"nica B del Str"-'Pfococcu.'> 

pyogenes tuvo cspec1fic1dad por las ce/u/as Th.· rnientra·; que 1~1s otras toxinas 

examinadas (enterotoxinas Cstafilococales A. B. C l. C2 C3. O y E. toxrna del s1ndrome 

tóxico 1, toxina exfoliat1va A y la exotoxina eritrogenr<..a C del Strep!ococcus pyoguncs ) 

estimularon tanto cClulas Th1 como Th"" Como result<:ido. le<; super.:::in11gcnos parecen ser 

capace5 de desbalancear los antagonismos Th 1 fTh~ (R1n1<. y col. 1996) 

En otro estudro se estimularon leucocitos munno~. y humanos con superant1geno 

de M arthnt1d1s (r-... 1AS). enterotoxina E de Cstafilococo (EESI. o l1popor1sa~·'rndo (LPS) La 

respuésta hacia r-.AA.S en humanos fue restnng1da a dderenc1;J del LPS y EES. además el 

tvtAS mostró la misma capacidad de inducir /as c1tocinas pro1nflamator1as IL-1. IL--6 e IL-8 

como lo hacen EES y LPS . no obstante el f..-tAS mostro una capacidad s1gmficat1vamente 

menor de induc1r IL-10 (c1toc1na ant1-inflamalona) e IL-iR.--\ En raton la react1v1dad a tv\AS 

fue estrictamente restringida a moléculas de clase // en contraste con EES y LPS La 

respuésta individual a f...1AS en humanos podria ser explicado por drferencJas de 

haplotipos (Rink y col., 1996). 

1.6.2. MICOPLASMAS Y ARTRITIS. 

En 1940, Sabin y Johnson éstabfccieron que era posible una etiologia infecciosa 

para la artritis reumatoide ya que varios microorganismos patógenos causan 

enfermedades de las articulaciones. desde entonces se ha re!ac1onado a vanos agentes 

en la patogénes1s de la artritis reumato1de con base en el aislamiento directo de un 

patógeno o la detección de un antigeno microbiano. Ja pept1dogllcana ó componentes de 

ácidos nucleicos en tejidos inflamados de articulaciones o de un incremento en la 

respuésta de linfocitos sinoviales o de anticuerpos contra un patógeno especifico (Barile y 

=l.. 1979). 
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Está bren documentado que fa artritis séptica puede ser causada por varías 

especies de M1coplasrnas (cuadro 1) Muchas de estas artritis infecciosas causan las 

mismas anormalidades clínicas. fenómenos au101nmunes. anormalidades inmunológicas y 

características patológicas que se observan en la artnt1s reumato1de incluyendo la 

formación de panus (ganghos linfáticos innamados. sin supuración) (Sanie. 1991) 

Los M1coplasmas. las clamideas y las bacterias en!éncas gram-negat1vas han sido 

relacionadas dentro de las causas de la artrrtls - reum:Jf01dc y10 el s1ndrome de Re1ter 

(Cole. 1985; Tay/or y Robmson. 1985) Aunque las c/am1deas han sido recobradas del 

tracto genital de pacientes con estas enfermedades. los nuidos de las art1culac1ones 

afectadas han sido cons1stenten1ente negativas para este patógeno (Keat. 1987) El 

involucram1ento de las art1cuJac1ones es un rasgo comün en las enfermedades sistémicas 

o respiratonas por M1coplasmas en humanos y animales Se desarrolla artritis en 

humanos con neumonia pnmana atip1ca (NPA). en gallinas y pavos con M galilsept1cum ; 

en bovinos con M. nwco1des subespec1c myco1des o M bov1s ; en cerdos infectados con 

M hyopncun1ontae y en cabras y borregos con M aga/actiao Las secuelas no 

respiratorias en fas infecciones por Mycoplasma incluyen las complicac1ones 

hematológ1cas. neurológicas. cardiovasculares y musculoesque1et1cas 

La artritis reumatoide es una enfermedad s1stém1ca que frecuentemente involucra 

múltiples tejidos y anormalidades autoinmunes, incluyendo el desarrollo de factor 

reumatoide y autoanticuerpos contra componentes vasculares y colágena. Las 

enfermedades por Jos M1coplasmas están asociad.'.ls frecuentemente con anormalidades 

autoinmunes. Pacientes con NPA desarrollan aglutminas ·trias'" y aglutininas contra 

cerebro, pulmón y músculo. liso (Lind y col .. 1988) 

Los sueros de individuos infectados desarrollan agregación de plaquetas. Jo que 

sugiere la posible formación de complejos inmunes durante Ja infección (81berfefd y 

Norberg, 1974). Los rasgos histopatológicos de la vascuJitis por artntis reumatoide 

semejan los de la enfermedad por complejos inmunes. El depósito de complejos inmunes 

y dar.o puede desarrollarse en pacientes con enfermedad par Micoplasmas y en ratones 

con artritis inducida por M. pu/monis (Washbum. 1980). Además los Micoplasmas pueden 

tener efectos más profundos sobre las funciones inmunológicas, lo cual sucede en 

pacientes con artritis reumatoide. Como se ha discutido anteriormente, varias especies de 

Mycoplasma y/o cepas pueden alterar, suprimir y/o modular las respuéstas inmunológicas 

en humanos, animales y cultivos celulares infectados. En algunos pacientes infectados 

con M. pneumoniae puede presentarse una anergia a la tuberculina por mas de cinco 
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meses (Biberfeld y col. 1976); este y otros Mycop/asma pueden actuar como act1vadores 

policlonales de células B en bazo y estimular la sintes1s de DNA y anticuerpos no 

especificas. lo cual puede contnbu1r a fa producción de autoant1cuerpos durante la 

1nfecc16n. Linfocitos de sangre cultivados. infectados con M pneumomae activaron la 

produccion de anticuerpos no-especificas que fueron T dependientes (61berfeld. 1985) 

las infecciones por Mycoplasma en animales pueden causar la supresión de anticuerpos 

contra ciertos antigenos virales y baclenanos (Kaklamin1s y Pavlatos. 1972; Bergqu1st y 

col 1974) 

En general una rev1s1on exhaustiva de la literatura indica que hay marcadas 

similitudes entre la artritis reumato1de humana y las enfermedades en las art1culac1ones 

de animales inducidas por M1coplasmas. sin embargo aún existen dudas acerca de la 

posibilidad de aislar al m1croorgan1smo de los sitios de innamacián (Barlle y col . 1991) 

Otros hallazgos recientes establecen por e1emplo que cuatro de 82 pacientes con 

el síndrome Guillain·Barre (GBS) y 1 de 12 con neuropatia motora multifocal quienes 

tuvieron infecciones previas con M pneumomae tuvieron anticuerpos séricos contra 

galactocerebrósidos (Gal·C) Como el Gal-C es un ghcolipido importante en la mielina. un 

anticuerpo contra él puede actuar en fa patogénesis de las neuropatias desm1elimzantes 

autoinmunes (Kusunok1. 1995). Además se reportó un caso de inmunodeficiencia común 

variable (CVID) presentado como artritis séptica aguda debido a M. homims. El 

diagnóstico fue aceptado hasta que se detectó la hipergammaglobulinemia y se recuperó 

el Mycop/asma de liquido sinovial (Steuer y col.. 1996). 

1.6.3. M/COPLASMAS Y SIDA 

El anuncio que Luc Montagnier y su grupo hicieron en junio de 1991 durante Ja 

Conferencia Internacional sobre el Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) 

acerca del presumible papel patogénico desarrollado en la determinación y subsecuente 

progresión de alteraciones patológicas en humanos infectados con el virus HIV, que 

tienen diferentes Micoplasmas como el Mycoptasma incogn1tus una cepa particular del M. 

fennentans (Saillard y col., 1990) identificado previamente en pacientes con SIDA (Lo y 

col., 1989), estimuló el interés por estudiar más la inmunología de estos 

microorganismos. Las infecciones por Mycoplasma. así como las causadas por retrovirus. 

se observan frecuentemente en borregos. cabras y bovinos en diferentes localizaciones 

del organismo y con varios grados de lesión después de la infección. 
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Con excepción del M pneumonmo. el cual causa neumonia atípica. el papel de k>s 

Micoplasmas humanos en enfermos de SIDA es dificil de éstablecer. Aunque varios 

desórdenes del tracto reproductivo y urogenital han sido asociados con el Ureaplasma 

urealyt1cum y M homm1s no se ha éstablec1do su papel en el SIDA porque los 

microorganismos se encuentran frecuentemente en gente sana y enferma por igual 

(Taylor-Roblnson y McCormack. 1980) El M gonitalwm ha sido aislado de dos pacientes 

con uretritis no-gonococc1ca. pero la mayoria de los pacientes no tienen una clara 

ev1denc1a de 1nfecc1on por M gon1tal1um Los pacientes con SIDA son a menudo 

infectados con M1coplasmas los cuales pueden comportarse como organismos 

oportunistas. como ce-factores en la patogénesis o como agentes patógenos pnmanos 

(Lo y col. 1989; Chowdhury y col. 1990. Bauer y col., 1991. Anon. 1991). 

El esfuerzo extenso hecho para comprender la compleja inmunopatologia de la 

infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) ha hecho que los grupos de 

investigación enfoquen su atención en ta h1pótes1s de un ·superantlgeno" del HIV y el 

posible requerimiento del Mycoplasma como cofactor. Sabiendo que una especie de 

Micoplasmas posee ·superantigenos'". se discute actualmente un pasible papel para la 

exacerbación de la enfermedad por proliferación o d1sfunc16n de células T inducida por los 

Micop/asmas y proliferación de células B e hipergammaglobulinemia, así como la 

relevancia del hallazgo de homologia en la secuencia de una adhesina de Mycop/asma y 

varias proteínas MHC clase 11 (Bisset y col.. 1993). 

Un Mycoplasma nuevo el M. penetrans muestra propiedades patobiológicas un 

tanto espectaculares: se adhiere a las superficies celulares. penetra profundamente en la 

célula. adsorbe fuertemente eritrocitos humanos y citoadsorbe monocitos y linfocitos 

humanos CD4+. tstas propiedades biológicas m vitro han mostrado previamente éstar 

asociadas con la virulencia patogénica in vivo La adhesión e invasión claramente 

involucran la estructura única de este microorganismo en forma de punta incrustada 

profundamente en el citoplasma de células de mamifero infectadas. La invasión extensiva 

del Mycoplasma en el citoplasma puede matar las células. Los mismos procesos 

patobiológicos de adhesión e invasión usando este organelo se han encentado en el 

tracto urogenital de pacientes infectados. Ensayos in vivo e in vitro sugieren un papel 

patogénico de estos Micop/asmas (Lo y col., 1993). coincidentemente este Mycoplasma 

ésta involucrado frecuentemente en pacientes con SIDA. No se encontró asociación entre 

el M. penetrans y el HIV. particularmente entre personas homosexuales pero su 

significancia cllnica aún necesita ser investigada (Grau y col. 1995). 
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En otro trabajo reciente se encontró que lineas de células T humanas y linfocitos T 

normales infectados persistente o agudamente con HIV·1 y Micoplasmas liberaron 

peróxido de hidrógeno. una causa aparente de estrés oxidativo en éstas células. lo cual 

puede contnbuir a la patogen1c1dad del HIV·1 (Chochola y col., 1995). Nirpaz y 

colaboradores (1995) tmnsfectaron dos lineas celulares. los fibroblastos 293 y las celulas 

T .Jurk<lt CD4+. con plasrn1dos que contenían elementos de rcpl1cac1on del HIV , y las 

infectaron con v~n.3$ cep:lS de ,\'!1copla:;rna';. (Af fermnntans. Af pencrran5 JA..1 p1run1. y 

Ureapfasrna ureaflt1cun1) rnon11orcandose la expresión de Jos genes 1ncruslados. este 

trabajo mue~irn qlH~ estos rn1c1oorgun1smos y espec1f1camentc sus n,en,branas ¡uegan un 

papel en In acl1vac1on de los elerncntos acnc!1cos del HIV (N1rpaz y col 1995) 

1.6.4. CANCER Y MICOPLASMAS 

En los años sesentas dos estudios reportaron que la 1nfecc1on por l\.-1icoplasrnas 

(M. ora/a y uno no espcc1ficado) causaron c.:unb1os crornosóm1cos. pero los estudios no 

revelaron que cclulas sufrieron transforrnac1on Otro estudio reporto que la inlroducción 

de Mycop/asrna en cu1!1vos de células de nñon de h;:irnster bebes (BHK) produjo 

transfonnac1ón morfologica 1nmed1.:1ta con alta ef1c1enc1a de clonación. sin embargo. se 

sabe que estas células tienen un alto grado de transformación espontanea (Tsa1. y col.. 

1995). En 1986. Kotani y colaboradores reportaron que un esp1roplasma de artropodo 

transforma rápidamente las cclulas de ratón y mono. sobre esto alguno$ rnvestigadores 

han argumentado que los ,\11coptasrnas sol.:imcnte introducen rnolcculas que 1m1tan la 

transformación celular. Corno la cuestion de s1 los M1coplasmas pueden inducir 

transformac1on maligna de las células de mamíferos tiene mucha 1rnportanc1a en la 

biologia de los tumores asi como 1mpl1cac1ones clinicas dtrectas muy importantes algunos 

investigadores han tratado de profundizar más en el hecho. Un traba10 reciente en ésta 

área examinó los efectos transformantes de los M1coplasmas en un sistema celular 

embrionario de ratón (C 3 H/1QT;.., (C 3 H)). Este sistema es uno de los pocos sistemas 

estándares accesible para estudiar agentes carcinogémcos potenciales en animales o 

humanos Usando este modelo los investigadores no observnron que los M1copfasmas 

sean capaces de inductr la transformación celular antes reportada Sin embargo 

observaron que los M1coplasrnas eran capaces de mediar un proceso de oncogénesis. 

siendo los M1coplasmas asociados al SIDA como el M fcrrnentans (cepa mcogmtus) y el 

M. penetrans los que indujeron aparentemente transformación celular maligna 

gradualmente con muchas distintas etapas caracterizadas por la reversibilidad o 
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irreversibilidad de la transtormación (Tsal, y col . 1995) Además se ha mostrado que la 

infección 1n wtro de llnfocilos de sangre perifénca humana por M1coplasmas lleva a 

múltiples aberraciones cromos6micas. prmc1palmentc huecos de Ja cromá11de y rupturas 

El estrés ox1dativo ésta involucrado como uno de los faclorcs que causa daño 

cromosómico (Chernova y col. 199G) Se ha éstablec1do que la fragmenlac1ón de DNA 

internucleosomal en célulos cult1vad.'.ls b.'.l¡O condrc1oncs qu<! inducen apoptos1s puede 

deberse a las cndonucleasas de A.1ycoplasn1a (Paddcnbcrg y col, 199G) 

1.6.5. OTROS FENÓMENOS CAUSADOS POR LOS MICOPLASMAS. 

a) El Af r10urolyt1cun1 produce una leve con1unt1v1trs en raton (B3nle y col. 1979). tamb1cn 

puede Cstar latente en el cerebro, 1ncrernentdndo su h:-isl3 que el animal muestra 

signos de alteraciones ncurolog1c.._-.s (Tully. 1981) E~;te mrcroorganrsmo vivo o muerto, 

o incluso sus mernbranas o sobrcnadantes de cultivo rnduccn /;¡ enfermedad del 

arrastre r·rolling~) en r;:itoncs infectados Probablemente se deba a una toxina en Ja 

superficie celular del m1croorgarnsmo (lipogl1can;:is) ($n1rth 1987. Ro!hstem y 

Schre1ber. 1988) 

b) Entre muchas cepas de M1copta::;rnas probadas. la cep.3 mcogn1tus demostró fa mas 

alta act1v1dad de eshmulación Estos resultados sugieren que las celulas de 

Micoplasmas interactüan con los s1t1os de unión de lrsma en el activador de 

plasminógeno tej1do-específico y el plnsmrnogC'no para mcJOrar la act1vac1ón de 

plasminógeno (Tarshis y col., 1993) 

C) Los Micoplasrnas pueden estimular las células de la g!la para produci{ c1tocinas y 

eicosanoides (leucotrienos y prostaglandmas) pudiendo ello contnbuir a varias 

maniféstaciones patológicas en el sistema nervioso central (Brenner y col., 1993). 

d) EJ M ferrnentans puede activar el eje h1potálamo-p1twtana-adrenal a través de un 

mecanismo central que involucra la hormona adenocort1cotrópica (ACTH). este efecto 

es sensible al -feedback'" negativo de los glucocort1coides. Es posible que Jos niveles 

elevados de glucocorticoides, producto de la infección por Mycoplasma. puedan éstar 

involucrados en la patogénesis de las enfermedades asociadas con este 

microorganismo (Sandstcdt y col.. 1994; Weidenfeld y col.. 1995) 

e) Las concentraciones increment<Jdas de productos de degradación de fibrinógeno en 

animales infectados con M. pu/monis indican que existe coagulopatia. sin embargo no 

se encontraron coágulos de fibrina intravasculares. además. en vez de disminuir como 

se esperaría durante una coagulopatia consumativa. las concentraciones de 

fibrinógeno se incrementaron. La hiperfibrinogenemia probablemente está asociada 
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con la respuésta de fase aguda a la infección con este Mycoplasma (Simecka y col., 

1995) 

f) Fluido de lavado bronqu1oalvcolar de cerdos experimentalmente infectados con M 

hyopneurnon1ae suprimieron la respuésta qu1m1olum1n1scente de neutrófilos 

polimorfonucleares porcinos Este efecto supresor se correlacionó sigmficat1vamente 

con la concentración de prostaglandina E 2 (PGE 2 ) en el fluido. además la PGE2 

punficada humana produjo el mismo efecto Los niveles altos de PGE 2 que siguen a la 

infección con M hyopncumomae pueden ser responsables de la supresión de la 

actividad de los PMN en la vias acreas del cerdo y esto puede llevar a la exacerbación 

de 1nfecc1ones secundarias en el pulmón (Asa1 y col .. 1996) 

g) Cepas de Mycoplasma para bovinos fueron probadas en su capacidad para activar 

macrófagos alveolares boV1nos tn v1tro De interés particular fue el comportamiento del 

M myco1des ssp myco1des tipo de colonia pequeña (MMSC) el agente causal de la 

pleuropneumonia contagiosa bovina (CBPP) Se examinaron el incremento en la 

actividad procoagulante. y la producción de TNF-u y óxido nítrico (NO) Cuatro de las 

siete cepas indujeron PCA sin importar la patogemc1dad y todas las cepas produjeron 

moderadas cantidades de NO a altas concentraciones. todas las cepas examinadas 

indujeron TNF-u a bajas concentraciones (10" UFC) con excepción del Acholeplasma 

laidlawli (Jungi y col., 1996). 

h) Un producto de alto peso molecular de los M1cop/asmas es un lipido que se purificó del 

M fernJentans. Se estudió por ELISA la influencia de este producto sobre la expresión 

de moléculas de MHC clase 11 de mact"ófagos pentoneales de ratón. MDHM altamente 

purificado (4ng/ml) y 0.8mg/ml de M. fermentans inactivado por calor dieron la máxima 

respuésta en la supresión de la inducción de moléculas clase 11 dependiente de IFN-y .. 

El MDHM no fue tóxico y no produjo la pérdida de células adherentes. Datos de 

cinética mostraron que el MDHM primero aumento y después disminuyó la expresión 

de moléculas de clase 11. Ésta supresión impidió la presentación de antigeno a líneas 

celulares de linfocitos T. Los investigadores intentaron identificar los productos que 

mediaron ésta supresión de los cuales se excluyeron el IFN. las prostaglandinas y el 

oxido nítrico. De las citocinas (TNF. IL-6. IL-10 y el TGF-'3) sólo la IL-10 inhibió la 

expresión de las moléculas clase 11 incrementando su recambio y al mismo tiempo 

inhibe Ja formación de nuevas moléculas clase 11 (Frisch y col.. 1996). 

Toda la información relatada anteriormente lleva a una idea: los Micoplasmas 

tienen la capacidad de influir fuertemente en la respuesta inmune. La relación básica que 



encontramos entre las infecciones por estos microorganismos y otras enfermedades {con 

excepción del cancer) es a mvel inmunológico. aparentemente los erectos en el sistema 

inmune del hospedero son los impulsores (o coadyuvantes) de la gravedad de estos 

males. Sin embargo. lo que aún no se logra con1prender completamente es como los 

M1coplasrnas usan todos estos mecanismos de manera orquestada 1n 1 .... 1vo para 

mantenerse en ~I hcspc-dero. algunas veces h<15!a pt:rmanenternente Este aspecto de la 

infecc1on por M1coph1s1nas conocido corno cron1c1d¿1d h.J sido como tal. poco estudiado. 

hasta la fecha se ha mferrdo c:iue los efectos de /os A,11copla5rr1<1:> sobre el SJSten1a inmune 

afectan directan1ente sobre la cron1c1d."ld de la 1nfecc1on pero existen pocos trabajos que 

indiquen como estos n11croo1ganrsn1os utilizan todos estos recursos en conjunto para 

evadir su dcstrucc1on 

la cron1c1d.Jd de cu.:-1lqu1er enfermcc1.:ic1 infecciosa se debe prrncrpa!menle a la 

forma efect1v<.J de los 1n1croorgarnsn1os de escapar de los mecanismo~ de defensa del 

hospedero. estos mecarnsn1os se pueden divtd1r en dos grupos 

1) los mecanrsmos de ev;is1on que ttcnt:!n como fin distraer la respLwsta rnmune del 

1nd1v1duo (irn1tacion dt:. n1olcculas. desprt•nd1rn1cnto de moleculc:is zint1gcrncarnente 

importantes. adsorc1on de n1oleculas de1 ho;.pedero) 

2) los mec.:Jmsmos de evasron que tienen corno fin afectar drrcctarnentc al sistema 

inmune (superantigenos, moléculas fuertemente act1vadoras de cc!u/as molccu!as con 

act1v1dad de c1tocina) 

Los M1copl.:J5ma.s tienen ambos tipos de mecanismos. lo que se con5rdera que los 

hace allamente efectivos para csC<:lpar de /.'1 respuesta inmune Sin embargo. es 

necesario determinar de una forma n1as precisa la relación entre La sobrev1venc13 del 

microorganismo y los efectos que éste tiene sobre el sistema inmune del hospedero (la 

capacidad de inrnunomodular el sistema inmune del hospedero). Los avances en la 

inmunología permiten en la actualidad contar con un gran número de reactivos que 

mejoran el estudio de poblaciones celulares. receptores y dem.:is componentes del 

sistema inmune principalmente en ratones. Por otro lado la 1nfecc1ón de roedores por M 

putrnoms presenta las pnncipales caracteristicas de las enfermedades causadzis por 

estos m1croorgan1smos. entre estas- alta cronicidad y desarrollo de neumonía con 

desencadenamiento a largo pl.:Jzo de un proceso artrítico. Es por esto que se planteó la 

realización de este estudio con el fin entender si estos microorganismos son capaces de 

modificar la respuesta inmune m wvo a lo largo del proceso infeccioso. asi como 

determinar cuales son los mecanismos por los cuales produce esta inmunomodulación. 



2. OBJETIVOS 

2.1. OB.JETIVOS GENERALES. 

1. 1. Caracterizar los efectos 1nmunornoduladores de M pu/monis in vivo 

1.2. Establecer los posibles mecarnsmas por los cuales el M. puln1onis es in 

vivo capaz de modificar el curso de la respuesta inmune de animales 

infectados 

2.2. OB.JETIVOS PARTICULARES. 

2.2.1. Determinar el efecto de la infección por el M pu/monis sobre la 

respuesta inmune humoral 

2.2.2. Determinar el efecto de la infección del M. pu/monis sobre la respuesta 

inmune celular. 

2.2.3. Definir los cambios que ejerce la infección por el M. pu/monis en las 

subpoblaciones de linfocitos. 

2.2.4. Determinar los niveles de las principales interleucinas representativas 

de subpoblaciones de células T (Th1 y Th~) inducidos por los M. 

pu/monis in vivo e in vitro. 



3.1. MATERIAL. 

3.1.1. CEPAS. 

3.- MATERIAL Y METOOOS 

3. 1 1. 1. Microorganismos 

a) Mycoplasma putmon1s ATCC 19612 {Mp) 

b) Mycoplasnta capncolum ATCC 27343 (Me) 

3. 1.1.2. Anima1cs. 

Se utilizaron ratones Balb/c machos de 25 a 30gr. cnados en el bioterio de la 

Coordinación de Posgrado de la FES-Cuautitlán, UNAM 

3.1.2. REACTIVOS. 

Todas las soluciones amortiguadoras ut1hzadas fueron preparadas con sustancias 

grado reactivo. SIGMA. además se utilizaron Penicilina G. Lakeside: Solución salina 

fisiológica esténl libre de pir6genos. Abbott. entrom1cina y tetraciclina, Lakeside: Tinta 

china, Rotring Art 591017; Gelatina. GIBCO; Tween 20. SIGM.A: Proteína A peroxidada, 

SIGN\A, no.cat. P6651, u-cloro-1-naftol marca SIGtv\A, suero fetal bovino, SIGf'.AA.: 

Histopaque. SIGMA; anti-CD4 de ratón. SIGMA no.cal. F-7400 clona H129.19: anti-CDS 

de ratón, StGMA no.cal. P-3067, clona 53-6 7; albúmina sénca bovina. SlGMA: suero 

estéril de caballo, GIBCO. 

3.1.3. EQUIPO. 

Se utilizaron un Citómetro de Flujo, modelo FacSort. Beckton Oickinson: lector de 

ELISA marca BIORAO modelo 3550; Lector de centelleo, Beckman modelo RS-3450. 



3.1.4. MEDIOS DE CULTIVO. 

Las condiciones de cultivo utilizadas en ambos Mycoplasmas fueron las 

siguientes: 

a. Medio de Edward (ME) liquido. 

PPLO caldo 

Extracto de levadura 

Suero Estéril de caballo 

Glucosa al 1 % 

Penicilina G 

Acetato de Talio 

Agua destilada 

Ro10 de Fenal 

b. ME agar. Todo Jo anterior más: 

PPLOagar 

Agua 

21g1 

100mf 

200ml2 

20mf 

10,000 U.U mi 

0.075%' 

680ml 

0.05°,A,' 

pH 7.2 - 7.4 

3.Sg' 

70ml 

Otros medios de cultivo utilizados fueron: RPMJ-1640, SIGMA no. cat. R7634; MEM

alpha MEDIUM.SIGMA no.cal. M1018: PPLO caldo y agar,GIBCO. 

La preparación de soluciones amortiguadoras y otras formulaciones se encuentran 

en el APÉNDICE. 

• Eatenhzado fm •utOdave • 121•CJ15 m1n 
2 Esleniz..do Poi" tlltTactórl con tnembfal'la9 ele O 22 ,.. 



3.2. METODOLOGIA. 

3.2.1. Octcnninación do las Unidades Formadoras do Colonias 

Se inoculó el m1croorgamsmo en un tubo con 3 mi de caldo de medio edward CME) 

utilizando una sola colonia obtenida del crccim1cnto del Mycoplasrna en medio solido. 

incubando el tubo postcnormente a 37ºC durante 10 dias para el M pu/monis y 2 d1as 

para el M capncolurn Despucs de este tiempo el contenido de el tubo se ycr110 a una 

Botella Roux con 1 OOrnl de caldo de medio cdwz¡rd y se incubo otros días para despu~s 

de este llempo agregar 1 O mi de este cultivo a otras 1 O botellas Roux con 1 OOml del 

mismo caldo ME y se continuo la 1ncubac1on a la misma temperatura Posteriormente. se 

mezcló el contcmdo de todas las botellas y se centrifugo a 5.000 rpm (Sorvall. rortor SS-

34) por 30 mm y se lavo dos veces con SSF La pastilla resultante se suspend10 en 1 mi 

de caldo ME y se realizaron drluc1ones dccrmalcs senadas del microorganismo en caldo 

ME. Se inoculó por triplicado 1 µ/de cada d1luc1ón en placas de pctn de 15x100 mm que 

contenian agar ME .:icomodando 4 a 5 dduc1onc~ por plac.-1 Dcspucs de la 1ncubac1on a 

37ªC durante los días necesarios Despues del periodo de 1ncubac1on, se contaron las 

colonias en cada dlluc1on y se expresaron como unidades formadoras de colonias (UFC) 

por mililitro 

3.2.2. Caracterización Biológica de las Copas de Mp y Me (Kricg and Hott, 
1984). 

3.2.2.1. Crer-imiento a 34º y 38ºC 

Se inocularon placas de agar ME con las dos cepas y se incubaron a ras 

temperaturas a estudiar determinando posteriormente el grado de crecimiento 

3.2.2.2. Crecimiento en condiciones aerobias y anaerobias 

Se inocularon placas de agar ME con las dos cepas y se incubaron en cond1c1ones 

aerobias y anaerobias (jarras BBL Gas-Pack 1 00 anaerobic system con sobres de 

anaerobiosis) a 37ºC determinando posteriormente (3 dias y 10 dias respectivamente) el 

grado de crecimiento 

3.2.2.3. Adsorción de Eritrocitos de Carnero. 

Las cepas fueron inoculadas en agar ME y se incubaron a 37°C hasta que 

aparecieron colonias. Posteriormente se cubrieron con 0.5 mi de una suspensión al 0.5°/o 



de eritrocitos de carnero en SSF. Después de 30 min de incubación a temperatura 

ambiente los cultivos se lavaron tres veces con amortiguador de fosfatos y se determinó 

la presencia de adsorción de eritrocitos de carnero a la superficie de las colonias. 

3.2.2.4. Hemólisis 
2 

La producción de hemolisina se determinó por inoculación de 1 O UFC en agar ME 

con 5°A. de EC. Los cultivos se incubaron a 37ºC por el tiempo necesario y se detectó la 

presencia de hemólisis alrededor de las colonias. 

3.2.2.5. Sensibilidad a antibióticos 

Las cepas se inocularon en 10ml de caldo ME y se incubaron el tiempo suficiente 

dependiendo de la especie a 37°C. se ajusto una suspensión de 109 UFC/ml. Las placas 

se prepararon para la prueba humedeciendo un hisópo en el caldo con los 

microorganismos y frotandolo en la superficie del agar. Cuando la superficie de la placa 

se secó, se colocaron discos de papel filtro estériles presionándolos para asegurar el 

contacto y se aplicaron 1.25 mg de eritromicina y 125 µg de tetraciclina en 25 µI de SSF 

estéril. Las placas se incubaron posteriormente el tiempo necesario para el desarrollo de 

las colonias. Determinando posterormente la presencia de crecimiento alrededor de los 

discos. 
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3.2.2.6. Diseño Experimental. 

El siguiente diagrama de flujo muestra la secuencia de las actividades 

experimentales desarrolladas· 

Caractenzac;ón del efecto inmunomodulador 

~'-"_m_u_n_íd_a_d_C_e_1u_1_a_r_;---------~---------;f 1nmunidadHumoral 

animales infectados y no infectados 

- Valores hemotológicos 

- Efecto en Fagocitosis 

- Respuesta de anticuerpos contra 

eritrocitos de carnero 

- Rosetas espontáneas - Anticuerpos anti-Mp y anti

membranas 

Determinación de los posibles mecanismos de inmunomodulación 

-Estimulación linfocitica con mitógenos 
- Porcentajes de subpoblaciones celulares 
- Reacción de hipersensibilidad retardada 

- lnterleucinas en suero 
- Estimulación de linfocitos T 
- Estimulación de linfocitos B 

- lnterleucinas producidas por linfocitos estimulados 
- Examen histológico 
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3.2.3. Producción de la enfermedad respiratoria crónica en ratones 

Se inocularon 1 O" UFC de Mp en SSF a ratones machos D;ilb/c de 

aproximadan1cnte 25 a 30g por aerosollzac1on Los animales se colocaron en una cámara 

de aerosolizac1on (d1serladé°J en el laboratono de V1rolog1a de ra Coordmac1on de Estudios 

de Posgrado de la FES~Cuaut1tl:in) completamente sell;ida en la zona de f?xpos1c1on de 

los ratones y con un conducto que conectnba u una trnmp..i de alcohol al 70'%• en donde 

burbujeaba el aire de salida de la c..srnara. en la cual p,-J"rrnanec1cron 15 mm en un 

ambiente saturado de ..-ierosol1~s (el tiernpo y l:i concentración del m1croorgan1srnos fueron 

prev1amante cstandar1z;idos con1prob.:tndose el des:irrollo rle Ja enfermedad observando 

los signos y sintomas en IO!:i annn.:iles y por .:i1slarnren!o del n11croorganismos de los 

pulmones de los arnn1ales comparandolos con puln1oncs de anrmalcs que no fueron 

infectados) Los animales fueron sacnficados en un tien1po determinado de acuerdo a las 

necesidades del estudio real1.2:ado 

3.2.4. Obtención de suspensiones enriquecidas de membranas de Me y Mp. 

Se inoculó el microorgamsmo en un tubo con 3 mi de caldo de medio edward (ME) 

utilizando una sola coronra obtenida del crec1m1ento del Mycoplasma en medio sólido. 

incubando el tubo posteriormente a 37'"C durante 10 dias para el M pu/monis y 2 dias 

para el M. capncolum Después de este tiempo el contenido de el tubo se vert10 a una 

Botella Roux con 1 OOml de caldo de medio edward y se incubo otros di as para después 

de este tiempo agregar 1 O mi de este cultivo a otras 1 O botellas Roux con 1 OOml del 

mismo caldo ME y se continuó la mcubac1on a la misma temperatura Postenormente. se 

mezcló el contenido de todas las botellas y se centrifugó a 10,000 rpm (Sorvall. rortor SS-

34) por 30 min y se lavó dos veces con SSF. La pastilla resultante se suspendió en 5 mi 

de SSF y se aplicó el método de choque osmótico ut11lzado por Razin (1964) el cual 

consiste en transferir una suspensrón de célula5 lavadas en NaCI O 25 M (conteniendo de 

10 a 20 mg de proteína celular por mi) a 50-100 volúmenes de agua desionizada o 

bidestilada precalentada a 37ºC. Se realizó una centrifugación postenor a 10.000 rpm 

(Sorvall. rortor SS-34) con el fin de separar los microorganismos que aún estaban 

completos y las membranas se colectaron. después de 15 m1n de íncubac1ón, por 

centrifugación a 20.000 rpm (Sorvall. rortor SS-34) por 30 min. Las membranas se 

lavaron consecutivamente en agua desionrzada, después en NaCI al O.OSM en 

amortiguador de fosfatos 0.01 M (PBS) pH 7.5, y con agua desionizada. Finalmente se 
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almacenaron a -2o·c en SSF (Razin, 1968) El contenido proteico del extracto se calculó 

utilizando la mctodologla de Bradford (1976) 

A) CARACTERIZACION DEL EFECTO INMUNOMODULADOR. 

3.2.5. Efecto de ta infección por M. pu/monis y preparados rncmbranalcs de 
Me y Mp en los valores hernatológicos de ratones. 

Se formaron 3 grupos de 5 ratones Llalblc. f::I grupo 1 fue inoculado por mhalaoon 

con Mp corno se 1nd1co antenormentc. el grupo 2 se inoculo subcutancamente (SC) con 

O 5 mi de preparac1on de membranas conteniendo aprox1m..-.damente 100 pg/ml de 

proteina celular y el tercer grupo se inoculo SC con O. 1 mi de SSF Se determinaron los 

valores hema10Jóg1cos del pnn"ler grupo a los 10 d1as postinfecc1on. del grupo dos 48 hr 

después de la 1noculac1ón y el grupo tres ,:¡ las 48 hr Las mcd1c1ones hematológ1cas que 

se realizaron fueron (ver ApCnd1ce) 

a) Conteo Celular para Celulas rojas 

b) Conteo de Leucocitos 

c) Cuenta d1ferenc1al (polimorfonucleares y lmfoc1tos) 

d) Conteo de Plaquetas 

3.2.6. Efecto de la Infección por M. pu/monis y preparados membranalcs de 
Me en el peso del bazo de ratones. 

Tres grupos de 5 ratones BALB/c machos de 2 meses de edad se inocularon por 

aerosolizaci6n con Mp en la forma antes descrita. Al grupo 1 se le extrajo el bazo a la 

semana del inicio de la infección. el grupo 2 fue estudiado a la segunda semana después 

del inicio de la infección y el grupo 3 se estudió a la tercera semana después del inicio de 

la infección. Ademéis a otros dos grupos de ratones se les inoculó una suspensión 

membrana! (con un contenido proteico de 1 OOµg/ml) preparada de acuerdo al inciso 3.2.4. 

los cuales se sacnficaron 72 hr. después y se les removió el bazo obteniéndose en ambos 

casos el peso relativo del bazo (peso del bazo/peso del animal). 
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3.2.7. Efecto do la Infección por M. pu/monis en la respuesta inmune contra 
eritrocitos de carnero (EC). 

Se inocularon 35 ratones con Mp, de la forma antes descrita, para desarrollar la 

enfermedad respiratoria crórnc..--., a los cuales SI.! les inoculó al día O (al mismo tiempo que 

la 1noculac1ón del rmcroorgarnsmo) O 1 mi de una suspcn~1on de cntroc1tos de carnero al 

5º/o_ Estos ratones se fueron socn~1c.::indo en gr'Jpos de 5 a los d1zi:; O. 3. 5. 7 14. 2 l y 28 

obteniendo mu•.)Str<ls de san~rt"'! par~1 d1!lerm1nar los titulas hem::iglutin<lntes y p<:>rc1en~o 

de fagoc1tos1s 

3.2.8. Efecto de la inoculación do membranas de Mp y Me en la respuesta 
inmune contra eritrocitos de carnero. 

Se macularon 70 ratones con O 5 mi de preparados membrana!es de Me (35) y Mp 

(35) conteniendo 100 mg/m\ de proteina celular, y el mismo dia con O 1 mi de suspensión 

de entroc1tos de carnero al 5% •. se sacnflcaron en grupos de 5 ratones los dias O, 3. 5, 7. 

14, 21 y 28 obteniendose sangre para determinar los titulas. hemaglut1nantes 

3.2.9. Efecto do la infección por M. pu/monis sobre la fagocitosis (Rose y 
Biga=I. 1973). 

Se utilizaron muestras de sangre de los ratones agrupados en el inciso 3 2.6 para 

calcular el porc1ento de fagocitosis utilizando la s1gu1ente metodologia 

a. Preparación de granuloc1tos Se obtuvo sangre completa fresca la cual se de10 

coagular sobre un portaobjetos limpio, se retiró el coágulo cuidadosamente y se 

lavaron los granuloc1tos adheridos utilizando una gota de medio RPMI. 

b. Preparación de levadura para pan. Levadura regular de pan se suspendió en solución 

salina 0.9º/o. se colocó en autoclave a 120ºC por 15 msn., se filtró dos veces a través 

de una gasa estenl y se a1ust6 a una densidad de 3. 7 X 1 O' cels./ml. 

c. Prueba de fagoc1tos1s Los PMN adheridos al portaobjetos se cubrieron con 200 µI de la 

suspensión de levadura preVlamente opsonizada con anticuerpos. Se incubó la mezcla 

30 min a temperatura ambiente y se contaron las células que ingirieron más de tres 

levaduras. 

d. Calculo del Porciento de Fagocitosis Cº/oF)· No_ de células con mas de tres particu\as 

ingeridas J número total de granulocitos 



3.2.10. Efecto do la inoculación de membranas de Mp y Me en el Porclcnto de 
Fagocitosis. 

Se utilizaron muestras de sangre de los ratone-; agrupados en el inciso 3 2 7 para 

calcular el porc1ento de fagoc1tos1s utilizando la melodologia señalada en el 1nc1so anterior 

(2.9.). 

3.2.11. Efecto de la Infección por Mp en la Eliminación de Carbón Coloidal 
(Kaklamani y col., 1991 ). 

Cuatro grupos de 5 ratones Oalb/c machos de 2 meses de edad se inocularon con 

Mp de la forma antenormente descrita El grupo 1 fue el control inoculado con SSF libre 

de pirógenos Al grupo 2 se le aplicó la tccmca de cltm1nac1on de carbón coloidal a la 

semana del irnc10 de la mfecc1on, el grupo 3 fue estud1.:ido con la misma técnica a la 

segunda semana despucs del 1n1c10 de la infecc1on y el grupo 4 se estudió a la tercera 

semana después del 1nic10 de la 1nfecc1on La técrnc..1 de ellmmoc1on de ~"lrbón colo1daf 

que se utthzó es la siguiente cada ratón se inoculo con un;:i inyección intravenosa de una 

suspensión de O 3 mi de tinta chm::l (ind1an ink. Rotnng Art), prccalentada a 37•c ( 1 6 mi 

de tinta diluida en aprox B 4 mi de soluc1on de gelatina en NaCI al 1 º/o) Se tomaron 

muestras de sangre en intervalos de aproJC1mad.:imente O. 3. 7, 10 y 30 min del plexo 

retroorbital (25 Jtl de sangre en 2 mi de agua destilada para lisar los entroc1tos) Al final se 

midió la absorbanc1a de cada muestra a 650 nm. Las lecturas del logaritmo de la 

absorbancia graficadas contra el tiempo dan aproximadamente un;,i linea recta y son un 

indicador del grado de func1onam1ento fagocit1co del sistema ret1culo endotelial 

3.2.12. Efecto de la inoculación de suspensiones membranales en la 
Eliminación de Carbón Coloidal. 

Se formaron dos grupos con 5 ratones Balb/c machos de 2 meses de edad los 

cuales se inocularon subcutaneamente con concentrado de membranas de Mp y Me 

respectivamente. El inóculo fué de 0.5 mi de una preparación con 100 mg/ml de protéina 

celular. La técnica que se utilizó es la mencionada en el inciso 2. 11, la cual se aplicó 24 

horas después de la inoculación de membranas. En ambos casos (inciso 3.2. 11 y 3.2. 12) 

el grupo control estuvo formado por tres ratones inoculados con SSF libre de pirógenos. 
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3.2.13. Determinación del titulo do anticuerpos anti·Mp durante la Infección 
respiratoria crónica de ratones (Barconas y Rodriguoz. 1990). 

Se obtuvo suero de los grupos de animales ut1lrzados en pi experimento del inciso 

3 2.6 a los cuales les fueron dctcrrnmados los titulas de anticuerpos contra Mp ut1hzando 

la prueba de Dot-ELISA de la s1gu1entc forma Se colocaron discos (6-7 mm de diámetro) 

de papel de nitrocelulosa scns1b1/1.zados prcvrarncnte con el antígeno (50 µI de una 

preparación con 1 O mg/ml de proteína celular de 1"~1p en ~--.da disco) en tubos de ensayo, 

se agregaron 100 µI de las d1/uc1oncs del suero problema y se incubaron durante una 

hora a temperatura ambiente Pasado ese tiempo se lavaron los discos tres veces con 

750 µI de solución TBS-Tween 20 al O 05%. la tercera vez se dc¡aron los discos 1 O 

minutos con la solución de lavado En seguid¡¡ se agregaron 100 pi de la soluoón de 

conjugado (previamente titulado) a la d1luc1on adecuad.a en TBS-leche descremada al 1%, 

incubandose 1 hr a temperatura ambiente El proccd1m1ento de lavado descrito 

anteriormente, se rcp1t1ó luego de la 1ncubac1on con el conjugado. Por último se 

agregaron 150 µI de solución de revelado (11-cloronaftol. ver apéndice). incubandose 30 

min a temperatura ambiente La solucion reveladora se descartó. se lavaron los discos 

con TBS y se dejaron secar a temperatura ambiente Los discos pos1t1vos se t1rleron color 

violeta, el titulo se definió como Ja última d1luc1on de suero Que enfrentada a discos 

sensibilizados produjo color. Los detalles de las soluciones utiltzadas se presentan en el 

apéndice. 

3.2.14. Determinación dol titulo do anticuerpos anti~Mp y anti-Me después de 
la inoculación de concentrados de membranas de Mp y Me en ratones 
Balb/c. 

Se obtuvo suero de los grupos de animales ut1hzados en el experimento del inciso 

3.2. 7 a los cuales les fueron determinados los ti tu los de anticuerpos contra Mp y Me 

utilizando la prueba de Dot-ELISA explicada en el inciso 3.2.13. 

3.2.15. Efecto de la infección por Mp en la formación de rosetas "'e•• (Mishell 
y Shligi, 1980). 

Se inocularon 5 ratones BALB\c machos con Mp como se describió anteriormente 

para desarrollar la enfermedad respiratoria crónica y 5 ratones Balb/C inoculados SC con 



0.1 mi de SSF libre de pirogenos los cuales rueron sacrificados en el dla 10 post-Infección 

para obtener los bazos. los cu;31es rueron procesados para determinar el parcentaje de 

Rosetas Espontiincas bajo la lecmca s1gu1enle 

1. Se colocaron O 9 mi de EC en 2 tubos de 12X75 mm 

2. Se añadieron Q_ 1ml de celul~1s de bazo tratado a un tubo y O 1 mi de suspensión celular 

de bazo normal al tubo 

3 Se centnrugaron los 2 1ubos a 500 rpm (Sorv¡¡/I, 1otor SS·34 )dur.ante 15 min en una 

centrifuga clin1ca 

4 Con una n1icrop1pcla se resu!;pcnd10 suavemente la pastilla celular y se colocó una 

aficuota pequeña en un her11atoc1tometro 

5. Se contó el número de /1nfoc1tos con 5 o más ce/ulas ro¡as adherentes que estuvieron 

presentes en los 4 cuadrados grandes Se mulr1pl1có este numero por 2500 para 

determinar el numero de células pos1t1vas por 1o'J cetulas del b<lzo 

3.2.16. Efecto de la inoculación de concentrados do membranas de Mp y Me 
en la formación de rosetas .. E ... 

Se formaron tres grupos de cinco ratones Balb\c machos de dos meses de edad 

Dos de estos grupos fueron inoculados se con Mp y Me respectivamente (0.5 mi de 

suspensión con 100 mg/ml de proteína celular) y uno fue inoculado con 0.1 mi de SSF 

libre de pirógenos. /os ratones fueron sacnficados 24 hr después para obtener los bazos y 

determinar el porcentaje de Rosetas espontaneas utilizando la tócnrca mencionada arriba 

(inciso 3.2. 15.). 

B) DETERMINACION DE LOS POSIBLES MECANISMOS DE 
INMUNOMODULACION. 

3.2.17. Efecto de fas membranas do Me sobre la estimulación linfoblástica de 
células del bazo de ratones Balb/c (MisheU y Shligi, 1980) . 

Se obtuvo el bazo de tres ratones en condiciones csténles y se procesó de acuerdo 

a /a metodolgia mencionada en el apéndice con el fin de obtener una preparación 

homogénea de linfocitos. Estos linfocitos se purificaron por centrifugación en gradiente de 

Ficoll. usando el homogeneizado de bazo. La preparación celular se ajustó a una 

densidad de 5X10 5 cels./ml. y se agregaron 0.2 mi de esta preparación en cada pozo de 

una placa de cultivo con 96 pozos junto con 20 µl de la suspensión de membranas en 
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varias concentraciones (2.6. 5. 10 µg de proteínas celulares/mi) disueltas en medio RPMI· 

1640, e incubadas en 5%, CO.;: , 95n/o aire y humedad relativa de 90ªA>. por 88 hr~ Las 

células con solo medio s1rv1cron como el control para el nivol de est1rnulac1ón, 18 hr antes 

del fin del periodo de incubación. se miad1ó O 1 7 µC1 de hm1dma (H 3
) a cada pozo Las 

células se cosecharon con un cosechador ;1utom~flco y la c..ant1dad de timid1na 

incorporada se cuantificó en un cont.:idor de centelleo beta (Occkm..Jn) La prueba ">C hizo 

por triplicado 

3.2.18. Determinación del Porcentaje de subpoblacioncs celulares CD4+, 
CDS+ y doble positivas en sangre, bazo y timo. 

Se sacnficaron grupos de 5 ratones infectados a diferentes periodos de la 1nfecc1on. 

de los cuales se extrajeron el timo, el bazo (trozos de estos órganos se u1tltzaron en el 

estudio histológico) y aproximadamente 2 mi de sangre por punc1on intracardraca. Al 

mismo tiempo se sacrificaron 2 ó 3 ratones no infectados que se utilizaron como 

controles. Los tfmoc1tos se extra1eron por mncerac1on del timo. lavados 2 veces con SSF 

libre de pirógenos. Las células de bazo se extra1eron por picado de este órgano en 

condiciones estériles. separando los restos de tejido y pasando la suspensión celular 

resuftante a través de un volumen semejante de Ficoll-Hypaque para eliminar los 

eritrocitos. fa muestra de sangre también se separó por un volumen seme1ante de F1coll

Hypaque. Las suspensiones de leucocitos obtenidas en todos los casos se ajustaron a 

una concentración de 1x10ª células/mi en una solución amortiguadora conteniendo PBS 

pH = 7.2 + glucosa 20 mM • 5°/o de suero de rata. y se s1gu1eron los pasos que a 

continuación se mencionan: 

a. Se diluyeron 5 µJ del anticuerpo conjugado (anli-CD4 f1uoresceinado y anti-CDS 

rodaminado. SIG"11A Co.) en 45 µI de PBS (1:10) (estos valores se obtuvieron después 

de realizar la titulación correspondientes de los conjugados). 

b. Para cada experimento se prepararon los siguientes grupos control: células sin 

antjcuerpos para ra autof1uorescencia; células con ant1-CD4-FITC y células con anti

COB-RPE, por separado para la compenzac1ón de colores. 

c. Se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. cubnendo los tubos con papel 

aluminio. 

d. Se agregó 1ml de amortiguador diluyente que consistió de PBS = 7.2 +glucosa 20 mM 

+ 0.5%~ de albúmina sénca bovina. 
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e. Se centrifugaron los tubos dos veces a 1000 rpm x 10 m1n 

f. Se desacorto el sobrenad;mte 

g Se resuspend10 la p¡1st1/la en O 250 mi de paraforrna/deh1do o formaldeh1do al 2% en 

PBS 
h. Se leyeron ras muestras por dupJic...-,do en un c1tómctro de nu10 (FacSort. Beckton 

D1ck1nson) 

3.2.19. Determinación de los niveles de interleucinas. 

Se tomaron muestras de suero de los ¡in1rnales utll1zados en el experimento descoto 

en el inciso 3 2. 18. las cuales fueron ut1l1zadas para cuantificar los niveles de inteneucina 

4 (IL-4) e lnrerferón-·r usando los sistemas de ELISA Jntertest-4x (IL-4) y lntertest-gamma 

(JFN-·t) producidos por los laboratorios Genzyrne, Corp los cuales se desarrollan de la 

forma descrita en el apóndice 

3.2.20. lnnucncia de la infección por M.pulmonis en la respuesta do 
hipersensibilidad retardada (DTH) a albúmina sórica bovina (ASB) inoculada 
intraplantarmcntc a ratones (Chcr y Mossman, 1987). 

Se inocularon 30 ratones Balb/c machos por aerosolizac1ón como se describió 

anteriormente. dejando 20 ratones sin inocular como controles. Se inocularon 100 mg de 

ASB en 1 mi subcutáneamente 7 días antes de realtzar fa prueba. cumplido ese tiempo se 

desafió el cojinete pfantar derecho de los ratones con 100 µg de ASB para produCJr una 

respuesta DTH. El cojinete plantar 1..Zqurerdo se usó como un control y se inoculó con 

SSF. La inflamación del cojinete plantar fue medida 24 hrs. después con un micrómetro 

(Mitutoyo. Japón). El grado de reacción se calculó de la siguiente forma: 

Grado de reacción (mm) = (grosor del COJinete después del desafio 

grosor del cojinete antes del desafío) - grosor neto del cojinete 

contralateral inyectado con SSF estéril. 

3.2.21. Eliminación de linfocitos T de suspensiones celulares de bazo 
usando anti-Thy 1.2 y complemento (Fong y Mossman. 1990). 

Se obtuvo una suspensión de bazo como se indica en el apéndice y se le sometió al 

siguiente tratamiento: Las celulas de bazo de ocho ratones Balb/c no inmunizados, fueron 

mezcladas y se eliminaron las celulas T incubando dos veces esta suspensión con un 



anticuerpo anti- Lyt 2 1 más complemento de cobayo. Como control positivo. células de 

bazo fueron incubadas por dos ciclos con Complemcto solamente. Después del 

tratamiento con complemento todas las poblaciones celulares fueron centrifugadas sobre 

gradientes de F1coll-Hypaquc y se colectaron las cClulas viables de la 1nteñase. Para 

establecer la eficacia de 1<3 deplcc16n, se tornaron alícuotas de las celulas de bazo y se 

analizaron con el c1tornetro de fluJO. utd1zando ant1-CD4 fluoresceinado y ant1-CD8 

rodaminado baJO el proccd1m1cnto descrito en el inciso 3 2 18 

3.2.22. Dotemiinación de los niveles de lntorlcucinas producidos por 
preparaciones do linfocitos T de animales sanos y animales Infectados 
separados con el Sistema Dynabeads y estimulados con diferentes 
mitógcnos. 

3.2.22.1. Aislamiento de Linfocitos T 

El aislamiento mmunomagnét1co de células usando Oynabeads provee un método 

rápido y confiable para el aislamiento de células Thy 1 2 positivas está d1seflado para una 

selección efectiva y separación de células Thy 1 2 pos1t1vas a partir de una suspensión 

celular. Las células pueden aislarse directamente de muestras de tejidos. Las perlas son 

prelavadas y afladidas directamente a la suspensión celular conteniendo células Thy 1.2 

positivas. Durante un periodo de incubación las pertas enlazan a las Thy 1.2 positivas y 

después las células pueden ser aisladas usando un mecanismo magnético. Las células 

seleccionadas negativamente en el sobrenadante pueden pipetearse y usarse 

directamente en varias aplicaciones ya que están stn alterarse. La forma de preparación y 

utilización de este sistema se puede encontrar en el apéndice. 

3.2.22.2. Estimulación de Linfocitos T con diferentes mitóqenos 

La preparación celular se ajusta a una densidad de 5X 10~ cels /mi. y se agregan 0.2 mi de 

esta preparación en cada pozo de una placa para cultivo de 96 pozos con fondo redondo 

junto con 20 µ1 del mitógeno correspondiente o la solución a probar. disueltas en medio 

RPMl-1640 y se incubaron en 5%, C02 , 95°/o de aire, 95º/o de humedad y 37°C por 72 hrs. 

Las células con solo medio sirvieron como el control de estimulación. 

:'3.2.22.3. Determinación de las concentraciones de lnterleucinas en sobrenadante de 
cultivos de linfocitos. 

Se desarrolló la metodologia descnta en el inciso 2. 19 variando solamente el 

diluyente utilizado que contiene el kit correspondiente y que reproduce la coloración del 

sobrenadante de cultivo. 
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3.2.23. Detenninación de Jos niveles do lntorleuclnas producidos por 
preparaciones do linfocitos T do animales sanos y animales Infectados 
separados con el Sistema Dynabcads, estimulados con díferentos mitógcnos 
e Incubados con células adherentes provenientes de sangro pcrifórica. 

Se utl/i:.".ó la misma n1etodolog1a señal.:1da en el inoso 3 2 23 p~ro las cclulas de 

bazo se incub.;Jron en plZIC."l~ con un.l c:ip."l d·-~ Cf.'fulas ac1herenle~ 1pr~-!v1amentc 

preparada). para lograr esto se obtuvo aproxrrnzid¿1n1ente 3 mi de s¡ingre de r:itón que se 

colocó en F1coll para s.cparar los lcucoc1tos los cuales se a¡ust;uon a 1x10 .. ce/s/rnl con 

medio RPMl-1G40 con 2",:o de SFB. postenorementc se agrego 100pl de cst.""l suspensión 

a una placa de 96 pozos con fondo redondo Est<t placa se incubo por 30 mm a 3g·'c y 

So/o de CO.:, después de este tiempo se retiro curd.:idos~--in1ente el medro de cultivo con las 

células no-adherentes de los poz:os y se proced10 a cotoc..-1r en ellos fa suspensión de 

<:elulas para ser estimuladas con diferentes productos 

3.2.24. Estudio Histológico de pulmón, timo y bazo de ratones Balb/c en 
diferentes etapas de infección. 

Se realizó el an.;J/1s1s h1stofog1co de rnucstras de pulmon, timo y bazo de ratones 

Balb/c a diferentes etapas de la 1nfecc1on (1nc1so 3 2 18). para esto se tomaron trozos de 

aproximadamente 1 5 cm 1 del órgano y se depositaron en formol al 1 Oº/o en PBS 

(formalina). Se realizaron cortes mediante inclusión en parafina de aproximadamente Sµm 

de grosor, de los tejidos fi¡ados previamente ccn formallna Se tiñeron con la técnica de 

hematox11ina-eosma para posteriormente ser montados con resina (SIGr-M) 

3.3. Análisis Estadístico. 

Los resultados de todos los expenrnentos fueron analizados para determinar su 

significancia estadística, utiltzando una prueba t-student para muestras pequeñas con un 

a 95°/ó de confianza (p = 0.05). determinando con esto los intervalos de confianza para 

cada variable estudiada En los puntos mas entices la determinación de la significancia 

estadística se realizó utilizando una técnica de comparación de medias por pruebas de 

hipótesis, con un nivel de confianza del 95º/ó (Hurley y col, 1986). 
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4. RESULTADOS. 

El s1gu1cnlc capitulo present::t los resultados obtenidos s1gu1endo la metodologia 

descrita en el capitulo anterior. los cuales se n1ucstran siguiendo la misma secuencia en 

que fueron descntos 

4.1. Caracterización Biológica de las Cepas de M. pu/monis y M. Caprico/um. 

El cuadro 4 n1ucstra los resu!t:1dos oblenrdos en las pruet)as reallz::idas para 

identificar las cepas de n11croorgan1smos ut1l1zadas 

VARIABLE 
Crecimiento a 34 ºC 
Crecimiento a 38 ºe 
Crec1m1ento aerobio 
Crec1m1ento anaerobio 
lnh1bic1ón del crec1m1cnto 
Hemadsorción de GRB 
Producción de hemolisina 
Sensibilidad a entromicina 
Sens1b11idad a tetraciclma 

Mp Me 

Cuadro 4. Caracterización Biológica de tos Mycoplasmas 

A) CARACTERIZACION DEL EFECTO INMUNOMODULADOR DE 
LOS MICOPLASMAS 

4.2. Efecto de la infección por Mp y preparados mcmbranalcs de Me y Mp en 
tos valores hematológicos de ratones Balb/c. 

Los valores hematológicos encontrados se muestran en los cuadros 5. 6 y 7; la 

figura 1 muestra la representación gráfica de los valores hernatológicos en animales 

tratados y controles. Se resalta que existió un aumento general en la cantidad de las 

poblaciones celulares estudiadas en los animales inoculados con suspensiones 

enriquecidas de membranas de M. capncolum . sobre todo en las plaquetas y linfocitos. 

Este aumento también se encontró (en menor proporción) en animales infectados. 
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4.3. Efocto de Ja infección por Mp y preparados membranalcs de Me en el 
peso del bazo do ratones Balb/c. 

El cuadro 8 contiene los valores de peso de animales infectados e maculados con 

membranas, los cuales después !>e muestran en el h1slograrna de la figura 2 Se observa 

un incren1cnto s1grnficat1vo en el peso del bazo de animales infectados y animales 

rnoculados con suspensiones rnembranales comparados con los v;:1Jores de peso de bazo 

de arnmale inoculados con solución salma fisiológica (SSF) 
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Figura 1 '. Efecto en los valores hematológicos de ratones Ba/b/c, de Ja infección con M 
pu/monis y la inoculación de preparados de membranas de Mycoplasma. Los valores en 
los animales infectados se determinaron a los 10 dias post-infección con M pu/monis 
desarrollada através de la aeroso/ización de estos animales con Sml de una suspensión 
de 10° UFC/ml y anima/es inoculados con 1ml (100mg de proteinasiml) de suspensiones 
enriquecidas de membranas de M. pu/monis y M capncolum 

1 G B •Glóbulos Blan<:as JI" 103/mm 3. P a Ptaque!OIS X 10. PMN s Pol1morlonucieares (•/o) GR = GJOOulos Ro1os X 10• 
tmm.1. L • t.JnloolOS (%1 Us b.an-as de error muestrilll los inleN01los de c;onfianza. p=O 05 
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Figura 2 1 
• Efecto de la infección con M. pu/monis y preparados de 

membranas de Mycoplasmas sobre el peso relativo del bazo de ratones Balb/c 
El histograma representa los valores de peso relativo de bazo (peso de 

bazo/peso de ratón) de animales en diferentes etapas de la infecoón con M. 
pu/monis desarrollada através de la aerosolización de estos animales con Sml 
de una suspensión de 109 UFC/ml y animales inocuiados con 1ml (100mg de 
protefnas/ml) de suspensiones enriquecidas de membranas de M. pu/monis y 
M. capn·colum 

1 
Mp.• Mem~s de M putmon13 . Me • membranas de M capncolum.; L4l3 barras de error muestran Sea 

éntentalos de confianza. p•O 05 

42 



4.4. Efecto de Ja lnfocclón por M. pulmonis on la respuesta Inmune contra 
eritrocitos de carnero (EC). 

Los cuadros 9 y 1 o contienen Jos valores del titulo de anticuerpos anli-entroc1tos 

(EC) de carnero de animales control (inoculados con solución salina fisiológica) y 

animales infectados con M pulmoni:; en diferentes etapas de la infección. Todos los 

datos obtenidos se presentan grafic.-idos en la figura 3 En la cual se detecta una 

depresión de la respuesta inmune contra los EC notable en los animales infectados desde 

el dia 5 post-mfecc1on. que se hace estad1st1C.."lmcnte s1gnificat1va con respecto a los 

controles a partir del dia 7 hasta el final del experimento 

4.5. Efecto do Ja Inoculación de membranas de M. pu/monis y M. caprlco/um 
en la respuesta Inmune contra eritrocitos de carnero (EC). 

Las cuadros 11 y 12 muestran los valores de los titulas de anticuerpos anti-EC en 

animales inoculados con suspensiones enriquecidas de membranas de M. pu/monis y M. 

caprico/um. Estos animales montan una respuesta de anticuerpos mas rápida (inicia en el 

dia 5) y más elevada (que el grupo control). pero menos prolongada y sin diferencia 

estadistica con respecto a los controles. 
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Figura 3 1
• Efecto de la infección con M pu/monis y la inoculación de preparaciones 

de membranas de Mycoptasma en los niveres de anticuerpos aglutinantes anti
entrocitos de carnero. Las suspensiones enriquecidas de membranas de 
provinieron de M. pu/monis y M. capncotum. los animales controles fueron 
inoculados con solución salina fisiológica. Sólo se muestran los intervalos de 
confianza de los controles y el grupo infectado 

• SSF • SoluoOn s.a11n.a tl&IOIOgilc:".8. Mp • Men'\bran.as do Mycopl,.srna pulTT1on.s; Me • Memtw'anas de ~ 
capncolum., -.ofo ae muottran tas ~· "8 ""°' en ~ de los grupos, las cuales muestran Jos 1nt...-valo9 de 
~.D•005 



4.6. Efecto de la Infección por M. pu/monis on el porclonto de fagocitosis. 

El cuadro 13 muestra los valores del porc1ento de fagoc1tos1s (ver inciso 2.9.d) de 

ratones Balb/c durante diferentes etapas de la infección por M putn1oms. los cuales son 

representados en el histograma de la figura 4 _ Se destaca unn depres16n en la act1VJdad 

fagocitlca durante los dias 7 y 14 post·infecc16n. 

4.7. Efecto de la inoculación do membranas de M. pu/monis y M. caprlcotum 
en el porclento de fagocitosis. 

El cuadro 14 contiene los valores del porciento de fagocitosis (%1F) de animales 

infectados (10 días de infección) con M. pu/monís y animales inoculados con 

suspensiones enriquecidas de M. pulmoms y M. capricolum y Ja figura 5 representa estos 

valores en un histograma, en el cual sobresale la depresión estadisticamente significativa 

en el 0/oF de los animales a los 1 O días de infección lo cual coincide con los datos de la 

figura 4. en donde la depresión de la función fagocitica se presenta en el dia 7. No se 

observa una diferencia significativa entre los valores de los animales inoculados con las 

membranas y los controles. 
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Figura 5' . Histograma que representa los valores de fnd1ce Fagocitico de 
animales infectados con M. pulmoms .a los diez dias de infección y animales 
72hr después de haber sido inoculados con suspensiones enriquecidas de 
membranas de M. pu/monis y M. capncolum. 

1 SSF • SOiuc:t6rt saJina ft~Og1ca; Mp • Mem~nas de µycopiinm11 pulmonu:. Me • Membranas de Mycop/•&nta 
Cllpnco/um ~ la& ban'as de error representan las lnlervakJs de conf'iartut • p •O 05. 
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4.8. Efocto do la Infección por M.pulmonls en la eliminación de carbón 
coloidal. 

La prueba de Eliminactón de carbón coloidal (ECC) se realizó de acuerdo a Jo 

establecido en la metodologla. en los cuadros 15. 16. 17. 18 y 19 se muestran los valores 

de absorbancia a 650nm a diferentes tiempos (O. 3._ 7, 10. 30min después de la 

inoculación de carbón coloidal) de sangre de animales en diferentes etapas de infección 

con M. pu/monis y animales inoculados con solución salina fisiológica utílizados como 

controles. Se observa una variación muy pronunciada en los valores de ECC en los 

animales con una semana de infección. 
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Figura 6 1
• Efecto de la infección por M.pulmonis en la eliminación de carbón 

coloidal. La gráfica representa la variación de los valores de absorbancia a 
650nm de muestras de sangre de ratones Balb/c en diferentes etapas de la 
Infección por M. pu/monis y animales inoculados con solución salina fisiológica 
(controles). 

1 SSF • S.O.uaón sai1n.a fts1°'6Q>ea: tas barras de e!TOI' repl"es.entan los •n1eNalos de eonft.;anz.a obtenadoa de 
k>s k>gantrnos de la• absort:i.anc;aas, p "' O 05 
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4.9. Efecto de la Inoculación de suspensiones mombranalos en la 
eliminación do carbón coloidal. 

Los cuadros 20.21.22.23 y 24 contienen Jos valores de absorbancia de muestras 

de sangre de ratón a diferentes hempos de haber sido inoculados (72hr antes de la 

prueba) con suspensiones enriquecidas de membranas de M pulmoms y M capncotum 

La figura 7 muestra una variac1on estadist1camcntc s1gn1ficat1va entre la eliminación de 

carbón coloidal de los controles y los ratones inoculados con preparados membranales de 

Mp. En el caso de los ratones inoculados con Me se detecta grilficamente un cambio en Ja 

velocidad de elim1nac1ón, sin embargo este no es estadisttcamente significativo 
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Figura 7' . Efecto de la inoculación de suspensiones membranales en la 
eliminación de carbón coloidal. La gráfica representa la variación de los 
valores de absorbancia a 650nm de muestras de sangre de animales 
inoculados con suspensiones enriquecidas de membranas de M. 
pu/monis y M. capncotum, 72hr antes de realizarse la prueba. Los valores 
graficados son el promedio de las mediciones obtenidas con 5 ratones 
Balb/C. 

1 Mo • Membranas de M. pulrnon1s. Me • Memtw~s de M capncolum. 
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4.10. Detormlnacfón del titulo de anticuerpos anti-M. pu/monis durante la 
infección respiratoria crónica de ratones Balb/c. 

El cuadro 25 contiene los valores de los tirulos de anticuerpos especificos contra 

M. pulmoms en ratones duranre diferentes etapas de Ja 1nfecc1ón. Estos títulos fueron 

determinados por la prueba de DOT- ELISA. La figura B muestra Ja forma gráfica de los 

niveles de estos valores en donde destacan los niveles muy ba1os de anticuerpos 

especificos que alcanzan estos animales a lo largo de todo el periodo de infección 

determinado. 

4.11. Determinación del titulo de anticuerpos anti-M. pu/monis y anti-M. 
caprlco/uTTJ despuOs do la inoculación de concentrados de membranas do 
M. pu/monis y M. capricolum en ratones Balb/c. 

En el cuadro 26 se muestran los valores promedio de titulas de anticuerpos 

especiftcos de al menos 5 ratones inoculados con membranas de M pulmoms y M 

capricolum. determrnados por la prueba de DOT-ELISA. En ambos casos los titulas se 

elevan rápidamente (comparados con los animales infectados). manteniéndose en niveles 

relahvamente aftas durante todo el periodo de estudio (figura 8). 
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Figura 8 . Títulos de anticuerpos específicos en ratones Balb/c en diferentes 
etapas de la infección con M. pulmoms y ratones inoculados con suspensiones 
enriquecidas de membranas de M. pu/monis y M. capncolum, determinados 
por Dot-ELISA. 
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4.12. Efecto de Ja infección por M. pu/1T1onls y fa inoculación de membranas 
de M. pu/monis y M. caprlcalurn on la formación do rosetas "E'". 

El cuadro 27 muestra los porccnt.:i1es de celulas formadoras de rosetas 

espontáneas (E) en ratones b;lJO diferentes tipos de tratamiento. los cuales son 

representados en un h1stogran1a en la figura!) Se encontró que en animales con 10 dias 

de infección los porcenta¡es fueron mas b;i¡os que los controles inoculados con 

suspensiones enriquecidas de membranas dt: !'.1 puln1on15 (MpJ y M capr1c0Jum (Me) Sin 

embargo estas vanaciones no fueron cstadist1c.,'"ln1entc s1gn1fic.-it1v.-:1s 
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Figura 9 1 
• Porcentajes de células formadoras de Rosetas .. E .. en ratones Balb/c 

machos con 10 dias de infección con M pulmoms y animales inoculados con 
membranas de M. pu/rnonis y M. capncofum 

1 
Mp • Membranas de M ~. Me .. Membt"an.as de M coz;>net:)lurn. las ~- de error repr&s.entan los tntHVaJOs 
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B) DETERMINACION DE LOS POSIBLES MECANISMOS DE 
INMUNOMOOULACION 

4.13. Efecto do fas membranas de NI. caprlco/um sobre los linfocitos de bazo 
de ratón (cuantificadas do acuerdo al contenido proteico). 

En el cuadro 28 se muestra el efecto mftogénJco de las membranas de M. 

caprlcolum. cuantificados por el método de Incorporación de tJmldlna. Se observó 

que fas membranas Indujeron la prollteraclón celular de los linfocftos de b•zo. Este 

efecto fué proporcional a la cantidad de membrana utlllzada como fo mustra la 

figura 10. 
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Figura 'ID' • Transformación blastolde de flnfocltos de bazo de ratones Balblc aanos 
expuestos • diferentes cantidades de suspensión enriquecida de membranas de 
M.c•prlco/um calculadas de acuerdo a •u conr:enldo pror:elco. 

1 C..,• cwenue por minuto: C.. ~· de ..-ror re~ntan lo• 1n'-rv•I09- de confianza. p • 0.01. 
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4.14. Efecto de la infección por M. pu/monis on la prueba de 
hipersensibilidad retardada (OTH) en ratones Balb/c. 

El cuadro 29 muestra los valores del grado de reacción (Inflamación) de 

ratones Balblc on diferentes estados de la infección con M. pulmonls. Los valores 

se obtuvieron do acuerdo a los cálculos descritos en la sección do métodos. 

realizando Ja prueba por triplicado. La figura 11 muestra que los animales 

infectados sufrieron una depresión pronunciada en la respuesta DTH contra 

albúmina sérlca bovina, efecto que tuvo en et dia 30 un Indicio de recuperación 

pero que después volvió a descender aun mas que la depresión Inicial. 
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Figura 111. Efecto de la Infección por M. pu/monis en la prueba do 
hipersensibilidad retardada (DTH) en ratones Balb/c. La prueba de 
Hipersensibilidad retardada (OTH) fué realizada en cojinete plantar de ratones 
Balb/c, utilizando albúmina sérlca bovina como antlgcno. 

l 0TH • Hlpers•n•lbllld.ad r"9t.ard~d.a; ASB • AlbUmlna Sérlc.a Bovina: !..as b,arras d• •l"TDr ,...p,.._ntan loa Intervalos 
de c:onftanz.a. p • 0.05. 
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4.15. Efecto do la infección con M. pu/monis on los niveles de lntorleucina-4 
en suero de ratones Balb/c. 

Los valores de absorbanc1a en la prueba de ELISA para la detección de IL-4 en 

suero se muestran en el cuadro 30. los cuales son graficados en la figura 12 Es 

sobresaliente en estos datos la elevac1on de la concentrac1on de esta c1tocina en los dias 

24 y 38 que aparcntcmenle corresponden a la zona de depres1on en la rcaccion de 

hipersensib1hdad retardada 

--o-INFECTADOS 
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Figura 121 
• Efecto de la infección con M_ pu/monis en los ntveles de lnterteucina-4 

en suero de ratones Balb/c. La gráfica representa las absorbancias obtenidas en 
suero ratones Balb/c utilizando el kit lntertest-4x (Genzyme). Las determinaciones 
se hicieron por duplicado. 

1 U. ban•• de ennr representan Sos inlervalos de c.or1fi.unza. p • O 05 
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4.16. Efecto do las infección con M. pu/1T1onls en Jos nJveles de lntorlerón"')' 
en suero de ratones Balb/c. 

Los valores de absorbanc1a en la prueba de ELISA para la detección de lrN'"'l en 

suero se muestran en el cu.-Jdro 31 Es de notarse un.:i elevación en la JFN-y en sangre al 

dia 15 que disminuyó paulatinan1cntc hasta llegar a niveles mas ba1os de los normales y 

manteniéndose ahi hasta el fin del estudio La d1sn11nuc1ón d~ IFN-·r crnnc1d1ó con la 

elevación de IL-4 en Jos sueros de los mismos animales estudiados 
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Figura 13" • Efecto de las infección con M. pulrnonis en los niveles de lnterferón-y en 
suero de ratones Balb/c. La gráfica representa fas variaciones de la concentración en 
suero de JFN-y en diferentes etapas durante la infección de ratones Balb/c con M. 
pu/monis. Las determinaciones se hicieron por duplicado utilizando el kit lntertest-y 
(Genzyme). 

1 Las barras de elTQf' ~pn!lsentan los intervalos de confian.za. p " O 05 
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La gráfica 14 muestra una comparación de los niveles de IL-4 e IFN-y en suero de 
animales en el lranscurson de una infección con M. pu/monis. 
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Figura 14. Gráfica que representa la comparación en los niveles de IL-4 e IFN-y en suero 
de animales en diferentes etapas de la infección con M. pu/monis. 
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4.17. Efecto de la fnfoccfón con M. pu/monis ol nivel do lnterfoucina·10 en 
suero de ratones Bafb/c. 

El cuadro 32 muestra los valores de absorbanc1a de muestras de suero de cinco 

ratones BaJb/c infectados y no infectados Que se produ1cron ar detectar IL-10 ut1hzando un 

Kit de ELISA (R&O systems) En estos resulfados se puede observar que los niveles de 

esta 1ntcrleuc1n.a se cncucntraron elevados (con d1ferenc1a estadist1camcnfe sign1fic..1t1va) 

en los animales que presentan una 1nfccc1on cronic...1 

Cuadro 32. Absorbancm de la prueba de ELISA (R&D systems) para detectar la 
concentrac1on de IL-10 en suero de 5 ra!ones Galb:c infectados (60 dias) y no infectados 
con A1 puln1onis 

INFECTADOS 

--~~--{~~:~r:ª~o~~-~-l~_J~~~--· 
NO INFECTADOS 

(Absorbancia) 
o 006 _± o º~º~1 _____ _ 

4.18. Efecto mitogénico de las membranas de M. pu/monis en proparacionos 
de linfocitos de bazo de ratones norn1alcs tratados con anti-Thy 1.2.. y 
complemento. 

El cuadro 33 muestra los v.Jlores de 1ncorporac1ón de t1m1dina de células de bazo 

de ratones norma/es sujetos a tr;:Jtamiento con u-Thy1 .2+C' para eliminar más del 90% de 

linfocitos T y dejar básicamente una población elevada de linfocitos 8. A la preparación 

resultante se le estimuló con una suspens1on ennquecida de membranas de M putmonis. 

4.19. Efecto mftogénfco de la Fitohemaglutinina (PHA) en los linfocitos do 
bazo de ratones normales tratados con anti·Thy 1.2 y complemento (C). 

El cuadro 34 muestra los valores de incorporación de timidina de células de bazo 

de ratones norma/es sujetos a tratamiento con u-Thy1 .2+C para eliminar más del 90% de 

linfocitos T y dejar básicamente una población elevada de linfocitos B. A Ja preparación 

resultante se le estimuló con fitohemaglutinina. La figura 15 representa gráficamente Jos 

valores obtenidos, encontrandose que las preparaciones celulares tratadas con anti-Thy· 

C aun son estimuladas con PHA. io que indica que posiblemente las pablaciones T que 

no se eliminaron fueron estimuladas. impidiendo observar si los linfocitos B fueron 

estimulados. 
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Figura 15 1
• Transformación blastoide de suspensiones de células de bazo tratadas y no 

tratadas con anti-Thy1.2+C, utilizando una suspensión enriquecida de membranas de M. 
pu/monis y PHA como mitógenos. 

1 PHA • Flt.OhemaglutJn1na. CPM • Cuentas p0r m1ttuto. C'• CDfnplemento, las ~s de en'Of'" representan los 
~ c1e connartza. p •o os 
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4.20. Incorporación do Timidina-H 3 de linfocitos de bazo de animales usando 
M. pulrnonls y PHA como mitógcnos. 

El cuzidro 35 muestra los valores de la transformac1ón blasto1de de celulas de bazo 

de ratones Oalb/c durante diferentes etapas de la 1nfecc1ón con M pulrnon1.s usando 

f1tohemaglut1rnna corno m1togeno La figura 16 es una grnfic.""l de las van:Jc1ones en la 

1ncorpor.ac1on d.~ t1rn1d1n.-i dur<.ln!t~ l._1 t1;Jn~~furn1ac1on bl~1~to1de. ob~•~rv:Jndo<"it:- quo e:."1ste 

una depresion en l:l respue~.ta ~1 rn1fOi:Jt!nos en los animales. con 38 dia5 de 1r.fecc1on. 

efecto que se produ¡o con los dos n11togenos probados. sin ernbcirgo el h~nomeno en 

ambos casos no es estud1st1camenle s1gn1fica11vo (p =O 05) 
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a 1 ug de prot Mp /pozo 

• 1ug PHA/ pozo 

75 DIAS POSTINFECCION 

Figura 16 1 
• lncoproración de timid1na tnt1ada de célulo.s de bo.zo de ratones Balb/c en 

diferentes etapas de la infección con M pulmoms. Los mitógenos utilizados fueron una 
suspensión enriquecida de membranas (medidas por su contenido proté1co) y la PHA 
(1µg/pozo}. 

1 CPM • Cuentas por minuto. Mp "" Memb<ilnas de M pu/monis. PHA • F•tohem.agluhnina. las barrOtls de errOt" 
repreaeotian los m1ervalos de c.onf1.an..ta, p = O 05 
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4.21. Peso dol timo de ratones Bafb/c en diferentes etapas do la infección 
con M. pu/monis. 

El cuadro 36 muestra el peso del timo de animales rnfcctados. en drferentes 

etapas de rnfecc1on Es de hacerse notur la poC.."1 d1terenc1a de los v¡-,/ores a lo largo del 

periodo de 1nfecc1on (s1gnificanc1a estadistica nula) 

Cuadro 36. Peso del timo de r~tones Ba/b/c en diferentes etapas de la mfecc1ón 
con M _p_uln~9!!!_S __ . _____ _ 
Día de o 10 1~;--·--24--~--3-¿----·--..-iG-·-·----sl- 60 75 

Infección 
Peso dcl-014BCJT02--oona----oo9·5---o·-oaG--- o 08á--o-oag-oogg-o-D99-
Timo Cg> ±0.02 ±002 ±010 ±001 :.002 ±001 ±0.02 ±001 ±001 

4.22. Efecto de la infección con M. pu/monis en los niveles de celulas CDS+ 
en Timo de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo. 

El cuadro 37 muestra los valores de porcentajes de células CDS+ en el timo de 

ratones Balb/c durante diferentes etapas de la infección con M pulrnoms. La figura 17 

representa estos valores mostrando graficamente las variaciones. observándose en 

general valores menores que en los animales controles no infectados. sobresaliendo una 

elevación del porcentaje el dia 46 para recuperar los niveles iniciales el dia 60. No hay 

significancia estádistica a lo largo del proceso infecdoso. incluso los porcentajes se 

traslapan en algunas zonas (p = 0.05). 
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Flgur• 17'. Cinética del efecto de fa Infección con M. pu/monis en los parcentajes 
de cefufas CDB+ en Timo de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo 
utilizando anti-CDS rodaminado (SfGPAA) 
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4.23. Efecto de la Infección con M. pulmonls en los niveles de celulas CD4+ 
en Timo do ratones Balb/c determinados por cltometria de flujo. 

El cuadro 38 muestra los valores de porcenta1es de células C04+ en el timo de 

ratones Balb/c durante diferentes etapas do la infección con M pulrnonis La figura 1 B 

representa estos valores mostrando gráficamente las variaciones. observandose en 

general valores menores que en los animales controles no infectados. sobresaliendo una 

elevación del porcentaje el dia 46 para recuperar los niveles iniciales el dla 60. 

DCONTROLES 

•1 NFECTADOS 

50 -

o 10 15 24 38 46 51 aJ 75 

DIAS POSTI NFECCIÓN 

Figura 18'. Cinética del efecto de la infección con M. pu/monis en los porcentajes 
de celulas C04+ en Timo de ratones Balb/c determinados por citometrla de flujo 
utilizando anti·C04 fluoresceinado(SIGMA) 
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4.24. Efecto de la Infección con M. pu/rnonls en los niveles de celulas doble 
positivas (C04+ y CDS+) en Timo de ratonos Balb/c detennlnados por 
cltometria de nujo. 

El cuadro 39 muestra k>s valores de porcentajes de células doble positivas (CDS+ 

y CD4+) en el limo de ratones Balb/c durante diferentes etapas de la infección con M. 

pu/monis. La figura 19 representa estos valores mostrando gráficamente las variaciones, 

notándose en general valores menores en el grupo infectado (estadisticamente 

significativos. p = 0.05) que en los animales controles no mfectados. sobresaliendo una 

disminución del porcentaje a partir del día JB que se recupera paulatinamente hasta el dla 

60. 

DI AS POSTI NFECCI ÓN 

F1gur8 191
• Cinética del efecto de la infección con M. pu/monis en los porcentajes 

de celulas CDS+ en Timo de ratones Balb/c deterniinados por citometrla de flujo 
utilizando anti-CDS rodaminado (SIG~) y anticuerpos anti-CD4 fluoresceinado 
(SIGMA). 
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4.25. Nlvolos do células C04+. coa+ y doble positivas en timo de ratones en 
dlferontes estados de Infección. determinadas por cltomotrla de flujo. 

La figura 20 muestra gráfic..,mente la comparación de las vanac1ones de los 

porcentajes de células CD8+. CD4+ y doble positivas en timo. deslaci'indose los cambios 

que sufren los valores a partir del dla 46 postinfecc1ón como se ha ser'\alado en los incisos 

anteriores. 

w 1CD ---······-····-·································. 

:;: ro : --- -----~ 1- . 
:z ED; 

~ 4J: 
e::: a:> ~--<J'--__,n.__ 
~ 0------------

o 10 15 :<!4 38 43 51 ED 75 

DI AS POST 1 NFECCI ÓN 

Figura 201 .Valores de porcentajes de células CD4+ y CDS+ en timo de animales en 
diferentes etapas de la infección con M. pumonis. 

1 Laa ~ de error napreaentan los tntervakts de CClrlfl~. p • 0.05 
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4.26. Efecto do la Infección con M. pulrnonls en los nlvefes de colufas coa+ 
en sangro do ratonos Balb/c determinados por cJtometría do flujo. 

El cu;Jdro 40 muestra los valores do porccnta1es de células CDS+ en la sangre de 

ratones Balb/c durante diferentes etapas de la infección con M pu/monis La figura 21 

muestra gráfic._1mente las vanac1oncs cslos valores, notándose en general valores 

menores que en los animales controles. sobrcsal1endo una elevación del porcentaJe al dia 

51 para recuperar los niveles iniciales al día 60 

DCONTROLES 

•INFECTADOS 

DIAS POSTINFECCIÓN 

Figura 21 1
• Cinética del efecto de Ja infección con M. pu/monis en los porcentajes 

de celulas CD8+ en sangre de ratones Balb/c determinados por citometrfa de flujo 
utilizando anti-CD8 rodaminado (SIGMA). 

1 Laa ~de error representan Jos 1nrerva1os de conti~~- p • O 05 
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4.27. Efecto de Ja infección con M. pu/monis en los niveles de cclulas CD4+ 
en sangro do ratones Balb/c determinados por citomctria do flujo. 

El cuadro 41 rnucstf¡"I los valores de porcer.ta¡es de cC/ulas CD4 + en la sangre de 

ratones Balb/c durante diferentes etapas de la infecc1on con M pulrnon1s La figura 22 

representa estos vnlorcs mostrando graf1c.amentc las vannc1oncs. notandose en general 

valores semc1antcs a los iln1males controles no infectados. sobrcsahcndo una 

d1sminuc1on del porccnta1c el día 51 

O CONTROLES 

•INFECTADOS 

DIAS POSTINFECCIÓN 

Figura 221 
• Cinética del efecto de la infección con M. pu/monis en los porcentajes 

de cefulas CD4+ en sangre de ratones Balb/c determinados por- citometrfa de flujo 
utilizando anti-CD4 fluoresceinado (SIGMA). 

1 Us barras do error ,..,~ntan llos intervalos de confianza. p • O 0!5. 
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4.28. Niveles de células CD4+ y CDB+ en sangro de ratones en diferentes 
estados de infección, determinadas por citomctria de flujo 

La figura 23 nos muestra la comparación de los porcenta1es de células CD8+ y 

C04+ en sangre a lo kirgo del periodo de 1nfccc1ón. destacandose los cambios que sufren 

los valores a partir del d1a 51 post1nfecc1on como se ha ser,olndo en los 1nc1sos anteriores 

--l>-CD 8+-
-o-CD 4+ 

o 10 15 :<!4 33 43 51 75 

DI AS POSTI NFECCI ÓN 

Figura 231 
• Cinética del efecto de la infección con M. pulmonis en los porcentajes 

de celulas CDS+ y C04+ en sangre de ratones Balblc determinados por citometria 
de flujo utilizando anti-CDS rodaminado (SIGMA). 

' Las~· de ernY reS)f'es.entan llos 1nteNaloa de confi411n%a. p •O 05 
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4.29. Efecto de la Infección con M. pulntonis en Jos niveles de celulas CDB+ 
en bazo do ratones Balb/c determinados por citomotria de flujo. 

El cuadro 42 muestrLI los valores de porcen!aJe5 de cúlul.-is coa• en el bazo de 

ratones Balb/c duran le d1fercn!es etapas de 1.-i infccc1on con M pulrnon1s la figura 24 

representa estos valores mostrando gr~-ifrc • .in1cntt:' l:is vanac1oncs, notándose en general 

valores seme¡antes a los animales conlrolüs no 1nf•~cf,-1do!i 

O ID ~ ~ ~ ~ ~ ro ~ 

DIAS PCSTINFECCIÓN 

O CONTROLES 

•INFECTADOS 

Figura 241 • Cinética del efecto de la infección con M pu/monis en Jos porcentajes 
de celulas CDB+ en bazo de ratones Balb/c determinados por crtometría de flujo 
utilizando anti-CDS rodaminado (SIGIV1A) 
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4.30. Efecto de la Infección con M. puln1onls en tos niveles de cclulas CD4+ 
on bazo de ratones Balb/c determinados por citomctría de flujo. 

El Cu.:ldro 43 muestra los v.::llores. dL• porcent;-1Jes de cclulas CD4+- en el bazo de 

ratones Balb/c durante diferentes et."lp.:1~ dt~ 1.::i mfecc1on con 1\1 pulrnonis La figura 25 

representa estos vo:tlores. mostrando 1Jr.-it1c~1n1r-nte la5 var1ac1one5. notandosc ~n general 

valores seme1antcs a los an1rn¿_ile!""> contro!t·s no u1ft'ct.-1dos 

ro 
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~SJ 
a:¡ 4'.l 

~3J 
~ 2J 

10 

o 
o 10 15 24 33 43 51 6J 
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O CONTROLES 

•INFECTADOS 

75 

Figura 25, . Cinética del efecto de la infección con M pulmoms en los porcentajes de 
celulas CD4+ en bazo de ratones Ba1b/c determinados por c1tometria de flujo utilizando 
anti-CD4 fluoresceinado (SIGMA). 

1 Laa barT8S de etTOf' repl'eS.entan 1$0$ m1e,...alos de confianza. p • O 05 
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4.31. Niveles de células C04+ y CDS+ on bazo do ratones en diferentes 
estados de infección, determinadas por citometria de flujo. 

La figura 26 nos muestra gráficamente la comparación de los porcentajes de 

células CDS+ y CD4+ en bazo en diferentes periodos de la infección, en los cuales 

observamos que no hubo variaciones en los valores entre los animales infectados. 
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Figura 26. Cinética del efecto de la infección con M. pu/monis en los porcentajes de 
celulas CDS+ y C04+ en bazo de ratones Balb/c determinados por citometria de 
flujo utilizando anti-CDS rodaminado y anti-CD4 fluoresceinado (SIGMA). 
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4.32. Relación de las células C04+/CD8+ en timo. sangre y bazo de ratones 
en diferentes estados de infección, dctcnnJnadas por citomotría de nujo. 

El cuadro 44 muestra la re/ación en los vnlores de porcentajes de células CD4• 

con los de las cclulas CDS+ en los 3 órg;inos de animales infectados estudiados La 

figura 27 nos muestra estos en forma graf1C."l. obscrvandose que existen dos etapas de la 

infección en los que se producen c.:irnb10~ en la relac1on C04/CD8 que son los dias 1 O. 

15. 51 y 60 lo cual corroboraria el concepto de rccurrenc1a caractcnstica de las 

enfermedades c..-iusados por esto~ microorgan1smos 
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--o-TIMO 

--o-SANGRE 

-&-BAZO 

Figura 27. Cinética de la relación entre células C04+/C08+ en timo, sangre periférica y 
bazo de animales infectados con M. pu/rnonis, en diferentes etapas de la infección. 
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4.33. Estudio del efecto mitogónico de diferentes preparaciones sobre 
células B do bazo separadas usando el sistema Dynaboads. 

La cuadro 45 muestra los valores de incorPoración de Timidma de células B 

separadas usando el sistema Dynabeads y estimuladas con diferentes productos. En la 

figura 28 se muestran los resultJdos en un histograma. observandose csUmulación por 

productos del 11,,f pu/monis y muy ba1a esf/rnufación por fltohernag/ut1mna 
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Figura 281 
• Incorporación de timidina tritiada de suspensiones enriquecidas de linfocitos 

a. estimulandos con diferentes productos 

1 LPS • UPoPOll~ baclenano. MEM'B • membl"anas de M pUlmonts; M.I. • M pukttolff~ ~ pcy cak:1r: SNOT 
- ~te de eultNg, PHA - F1totiem.g1urin1na SSF • Soh . .ICJOn aaJ1na Fi~. CPM - Cuenc.. POI" 1"lnl.lt0; las 
b.rTa. de etTOt" ~los utt_..,.aJos d4!t confi.utZa. p .. O 05 

n 



4.34. Estudio del efecto mitogénlco de diferentes preparacfonos en células T 
separadas usando ol sistema Dynabeads. 

Ef cuadro 46 muestra los valores de incorporac1ón de t1m1dina trif1ada de células T 

separadas usando el sistema Dynabeads y cst1n1uladas con diferentes productos. En la 

figura 29 se muestran los rcsulrados en un h1srogr.::in1a. observandose muy una muy baja 

esr1mulac1on por productos del M pu/rnon1s y una alta cst1mutac1ón por fitohemaglur1n1na. 
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Figura 29'. Incorporación de Timidina tritiada de suspensiones enriquecidas de linfocitos 
T. estimulandotos con diferentes productos. 

1 LPS • Upopollsacotndo bactenano. MEMB • mernbf'ana!i cJe M pulnton1s: M 1 • IW pul#TIQn#S i~ pot cakJr. M C. • 
Medio de CottJvo. PHA • Fil0hemaglut1n1n.;ii. SSF z Soluoón sahn.a F1$1ológoc.a . CPM • Cuentas t'Of' rNnuto. las ba"1IS de 
#rTOf' rept'eSenta.n los 1nte,.,,,•los de oorifi01nz.a. p • O 05 
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4.35. Estudio del efecto mitogénico de diferentes preparaciones sobre 
células T separadas usando el sistema Dynabcads. incubadas con células 
adherentes. 

El cuadro 4 7 muestra los valores de incorporación de Timidina de céfufas T 

separadas usando el sistema Oynabeads incubadas con células adherentes y 

estimuladas con diferentes productos En la figura 30 se muestran los resultados en un 

histograma, obscrvandosc una estunulac1ón mayor por productos del M pu/monis que 

cuando se estimularon sin rncubac1ón previa con celulas adherentes y una est1mulación 

por fitohemaglutmma que no tuvo mayores cambios con respecto al antenor experimento 
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Figura 30' • Incorporación de Timidina tritiada de suspensiones enriquecidas de linfOcitos 
T incubados con células adherentes y estimuJandos con diferentes productos. 

1 LPS • Upopc11...-:And0 b.aertano; MEMB. • membfoarnas de M c>ulmonta. M l. • M. pulmOf"Ma inac:llV800 ~ cakr: M.C. • 
u.dio de Cunrvo; PHA • Frt~aglulln!NI; SSF • SolUC16o a.alma F1al0&6gca.; CPM • Cuer"ltas por minuto; las biatras de 
en"OC" ~tan loa interv~ de conrianza. p •O 05 
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4.36. Nivolos do IFN-g o IL-4 producidos por células do bazo do ratones 
Balb/c sanos estimulados con varios productos. 

El cuadro 48 n1uestra los valores de IL-4 e IFN-1 que se obtuvieron de 

sobrenadantes de cultivo de cC.lulas de b.::izo de ratones normales despues de 72hr de 

incubación con diferentes productos los cuales son mostrados gr;lfic..1mente en la figura 

31. en esta se observa una producción es tan dar do IL-4 y una producción de IFN-1 

elevada cuando se cstirnulLin las cclulas con suspensión membrana! y M pu/monis 

inact1vado 
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Figura 31, Valores de absorbancia de IL-4 e IFN-·r de sobrenadantes de cultivo de 
células de bazo estimuladas con diferentes productos. 

1 MEMB • Membranas do M pulmoo1s. PHA 31 F•lohernagluhnm.411. SNOT "' Sobrenad'.anle de CultrYO. M C. • Medoo de 
Culttvo ; M.I. • M. putmonoa inactwado. SSF • Soh.1C1°" salma nstológ•c.a. las barras de erTOr repl'esenian los 1t1lenr.1los de 
c:on1'ianza. p • o 05. 
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4.37. Niveles do IFN-g e IL-4 producidos por células do bazo do animales 
infectados. utilizando varios productos para la cstimulación. 

El cuadro 49 muestra los valores de IL-4 e IFN-y que se obtuvieron de 

sobrenadantes de cultivo de cclutas de bazo de ratones infectados (60 días). después de 

72hr de incubactón con diferentes productos los cuales son mostrados gráficamente en la 

figura 32, en esta se observa una producc1on estandar aumentada de IL-4 en casi todos 

los casos 
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Figura 32' • Valores de absorbancia de IL-4 e IFN-y de sobrenadantes de cultivo de 
células de bazo estimuladas con diferentes productos. 

1 MEMB • Membr.INIS 01t M pulmonia. PHA a F11ohemagtutmona. SNOT "" Sobn•n<lda.nte Olt Cutttvg. M C • Medio Olt 
Cuttrvo; M.I • M pu&monas •naetJv-.do. SSF • Soluo-On sahNI tl5iol0g•ca. las barras de efTOI' ntpnitSef'"ltan k>s mtefValos de 
conttanz.. p • 0.05 

76 



4 .. 38. Observaciones histológicas do muestras de pulmón. bazo y timo de 
ratones Balb/c en diferentes etapas de infección con M. pu/monis. 

En las figuras 33 a 37 se muestran las 1magenes de los cortes que se realizaron 

a fragmentos de pulmon. bazo y timo de animales con diferentes tiempos de mfecc1ón. 

en general se observa en el caso del pulmón los siguientes fenómenos prohferac16n de 

células hnfo1des. h1pertiem1a. engrosamiento de los septos. 1nf1ltrac16n mononuclear de 

los septos. act1vac1ón de macrófagos alveolares, eX'udado inflamatono seroso. 

hemorragia. infiltrado 1nterst1s1al En el bazo se observó un aumento del tamaf'lo del 

órgano. con d1sm1nuc1on de la cantidad de foliculos e incluso carencia de estos y en los 

cortes de timo se observó un apariencia mas delgada del órgano con un contenido de 

medula de aproX'1madamente de SOºk 
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Figura 33. Fotograf1a que muestra un corte de pul•nun o .. r:ilon Elalb/C sano teñido con 
hematox1llna-eos1na ( 1 OOx ¡ 

Figura 34. El grupo de fotogr.::Jfras de arrib.;l muestran cortes de pu/man de r.:iton Balb1c 
infectado teñrdos con tiem.:i!oxll1na·eos1na ( 100:.::l 



Figura 35. Fotografía Que muestra un corte de bazo de r.:lton Bdlb1c sano teñido con 
hematox1flna-eosina ( 1 OOx) 

a b e 

Figura 36. El grupo de fotograf1as de arnba muestran cortes de bazo de raton Balb/c 
infectados teñidos con hematox1lina-eos1na (100x) Es notono en la imagen (b) la 
ausencia de follculo en la zona examinada 



Figura 37. Fotografía que n-1uesrra un corte d1.-• tirno de rdtones G.-i1c;c S.:.Jnos ter11do con 
hematox1llna-eos1na (100xi 

b e\ 

Figura 38. El siguiente grupo de fotograf1as (a y b¡ muestr3n cortes de timo de ratones 
Balb/c infectado teñidos con hematox1lina-eos1na (1QQ,,) En la imagen (e! se niuestra un 
corte que demuestra la presencia de traque1t1s en el .animal exam1n.3do 
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5. DISCUSIÓN 

Los Micoplasmas causan enfermedades respiratorias, artriticas y urogenitales en 

animales y humanos. La incidencia de infecciones del tracto respiratorio debido a M 

pneurnaniae en los Estados Unidos se ha estimado de 8 a 15 millones de casos (Fernald 

y col., 1975). En animales, estos microorganismos causan enfermedades severas en 

virtualmente todas las especies de mamiferos estudiadas. con gran importancia 

económica debido a su alta mortalidad y morbilidad que causa reducciones en la 

producción de bovino. borregos. cabras. cerdos y aves. Ademas, las enfermedades 

respiratorias por M1coptasmas en ratas y ratones de laboratorio pone en nesgo Jos 

resultados en la invest1gac1ón biomédica que los usan como modelos (Casell y col.. 

1981). 

Mientras que los mecanismos de inmunidad humoral juegan un papel importante 

en la protección contra infecciones sistémicas. la protección de la superficie de mucosas 

contra infecciones por M1coplasmas parece llevarse a cabo a través de mecanismos 

complejos locales y mediados por células que no se han entendido completamente 

(Maniloff y col., 1992). La patogénesis de las micoplasmosis es un proceso complejo 

influenciado por la información genética del hospedero y del o..-ganismo, factores 

ambientales y la presencia de otros agentes infecciosos. Se han sugerido muchos 

factores de virulencia para varios Micop/asmas. pero no hay casos claros de causa y 

efecto entre estos factores y la patogenicidad. No obstante, hay un numero de atributos 

en estos microorganismos que aparentemente afectan la patogenicidad de la enfermedad 

los cuales incluyen su habilidad para adherirse a células. causar daflo tisular, variar 

fenotípicamente con una alta frecuencia y distorsionar o resistir la respuesta inmune del 

hospedero para sobrevivir (Maniloff y col .• 1992). 

En este trabajo la pregunta principal fue ¿que hacen los Micoplasmas al sistema 

inmune del hospedero para mantenerse por tanto tiempo sin ser destruido?. Una 

propiedad sobresaliente de estos microorganismos es el de provocar infecciones crónicas 

en las cuales se asume que son capaces de regular o modular la respuesta inmune del 

hospedero en su beneficio, tema que es muy complejo y aún se encuentra en evolución. 

El presente trabajo refuerza muchos elementos ya anteriormente reconocidos de los 

Micoplasmas y profundiza más en lo que realiza este microorganismo para persistir en el 

hospedero. Las evidencias en este trabajo son claras. este microorganismo hace más 
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que distraer la respuesta inmune. aparentemente logra dirigirla en el sentido que le 

conviene para logr-ar condiciones de crec1m1ento n,<ls estables 

La micoplasmosts en ratón ofrece un modelo accesible y pr-esenta las 

caracterist1cas n1as importantes de esta enfermedad en otros hospederos. ademas se 

cuenta con un.a gran cantidad de reactivos inniunolOg1cos µara raton que no se tienen 

para otras especies Para poder ut1hzar este n1odelo, en prm,era esta.neta se dcbia 

corroborar que el 1\.1 pulrnon1s cstu\/1cra alterando el pürl!I 1nrnunolog1co normal de los 

animales. para esto se d1se1iaron cxpen1nentos que no!:> brindaron 1nforrn:•c1ón accrc.o-i del 

estado de la inn,unidad hun,oral y celular de ellos Para cv;iluar la inmunidad humoral de 

los ratones infectados se rcahzó la vanac1ón de los niveles de anticuerpos contra 

entroc1tos de carnero y contra antígenos del MycoplJ:!Jrna. en el primer caso se encentro 

que los animales infect<Jdos tuvieron una c..--spac1dad de rcspucstil d1srnint11d.::1. dando por 

lo tanto una respuesta pobre de anticuerpos aglut1na11tcs Esta observación es s1rn1\ar- a 

los hallaz.gos de un reporte que descnbe la depresión de los titulas de lgG en EUSA 

contra colágena en ratas LeWlS infectadas expenmenta1rnente 28 dias antes con M 

pulmoms (Taurog, 1984) Adcm3s. Williamson y colaboradores (1986) mencionan que las 

ratas Lewis y F1schcr incrementaron la respuesta mmune humoral medida por las células 

formadoras de placas (CFP}. ésta res.puesta tuvo un pico al día 3 después de la 

inmunización con M. pulmoms. regresa a los valores normales el dia 4 y permanece asi 

hasta el final del estudio el dia 6. La comparación con los resultados de este trabajo es 

dificil ya que se utilizaron diferentes cepas de animales y tiempos de estudio. sin embargo 

es importante mencionarlos por lo poco que se ha encontrado en la literatura acerca de la 

cinética de la respuesta inmune humoral contra Mycoplasrna en estado crómco 

infeccioso. En otro estudio (Aguila y col., 1988) las rati'3S fueron infectadas al menos 14 

días antes de que los titules de anticuerpos contra GRC fueran determinados. En 

estudios con colágena (Taurog, 1984) las mediciones se hicieron 28 dias después de que 

los animales fueron expuestos al M pulmonis. En el estudio conducido por Williamson y 

col.. las ratas fueron expuestas al microorganismo de O a 6 dias antes de realizar el 

ensayo de células formadoras de placas (CFP). Puede ser que el ensayo de CFP hubiera 

sido reducido más allá de 6 dias. no obstante las diferencias metodológicas en los casos 

anteriores también se obtuvo una respuesta inmune contra el antígeno reducida. Los 

mecanismos por los cuales el M pulmonis produce supresión sobre la respuesta inmune 

humoral contra los GRC se desconoce hasta ahora Aguila y col.. trataron de explicar este 

fenómeno como una competencia antigénica secuencial (Rodovich. 1967} en el que por 



ejemplo la inyección de un antigeno (M. pu/moms) en un animal puede suprimir 

parcialmente la respuesta inmune de ese animal contra otros antigenos administrados 

posteriormente. Otras explicaciones que estos autores ofrecen es la ex1stenc1a de 

compleJOS inmunes en animales infectados con este m1croorgan1smo, lo cual ya ha sido 

reportado previamente (Kono, 1985). Estos complejos inmunes pueden suprimir la 

activación de células B a través .de la activación de una linea -supresora- de células T 

(Bolton. 1980). Los compleJOS antigeno-ant1cucrpo tamb1Cn pueden interactuar con los 

linfocitos, aparentemente por medio de receptores para la porción Fe de los anticuerpos 

part1c1pantcs para suprimir la respuesta contra el antigeno (Cox. 1983) 

En cuanto a la evaluación de los niveles de anticuerpos ant1-Mycop/asma los 

resultados obtenidos muestran que los animales infectados no producen una respuesta 

de anticuerpos adecuada para contrarrestar el proceso patológico. al inocular sólo 

membranas los titulas de ant1-Mp y anti-Me alcanzan niveles más altos Esto nos da a 

entender que el cuerpo del Mycoplasma s1 es antigónico y despierta una buena repuesta 

inmune pero que el m1cr-oorganismo vivo elimina esa antigenic1dad y hace que la 

respuesta de anticuerpos sea menor, es decir el Mycoplasma esta 1mpid1endo de alguna 

manera que se desarrolle la inmunidad humoral adecuadamente. Otra pos1b1hdad de 

ínter-prelación de estos resultados es que la respuesta de anticuerpos sea mas bien local 

(en las mucosas) que sérica y que por eso los titulas de anticuerpos sean bajos en suero. 

Hay pocos estudios que r-elacionen los niveles de anticuerpos con el estado de la 

infección. sin embargo se sabe que la inmunidad contra M. bov1s correlaciona mejor con 

la presencia de anticuerpos en lavados bronquiales que en suero (Howard y Taylor. 

1985). lo cual puede explicar parcialmente la obtención de titulas de anticuerpos anti-Mp 

séricos bajos en el experimento realizado en este trabajo. En ratas infectadas 

experimentalmente con M. pu/monis. los ganglios linfáticos del tracto respiratorio superior 

son los sitios iniciales y principales de producción de anticuer-pos a lo largo de la 

enfermedad (Simecka y col., 1991). Subsecuentemente. las células formadoras de 

anticuerpos anti-Mp aparecen en lavados nasales. pulmones, ganglios linfáticos 

asociados a pulmón y bazo, por lo tanto es posible que la respuesta especifica contra 

Micopfasmas en un proceso infeccioso se desarrolle primero en la región de la 

enfermedad y se refleje poco en suero. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad 

de que los fenómenos de regulación inmunológica que se discutirán mas adelante tengan 

un efecto negativo en la respuesta de anticuerpos específicos contra éste 

microorganismo. 
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En relación al estudio de la respuesta inmune celular se decidió utilizar técrucas 

básicas sencillas pero que no brindaron una idea de que es lo que el infección por 

Mycoplasma está produciendo en el sistema inmune. Asi. se estudiaron los cambios en 

los valores hematológicos de animales infectados comparados con los no infectados; el 

efecto de la infección en las funciones fagocit1cas, en los porcentajes de células 

formadoras de rosetas espontáneas y en el peso de un órgano inmunológ1camente 

importante como es el bazo. SegUn se ha reportado. las infecciones con varias especies 

de Mycoplasma puede suprimir la respuesta mediada por células (Fiala y col., 1974; 

Bibefer1d, 1982). M boV1s (Benett y Jasper. 1977), y M myco1des var. mycoides (Roberts. 

1973). M. swpnoumomae en cerdo (Adegboye. 1978). y M arthnt1d1s en ratas y ratones 

(Kaklamanis y Pavlatos, 1972). En los estudios de Aguila y col. (1988). la respuesta 

inmune celular no fue significativamente disminuida o elevada de los niveles control. el M. 

pu/monis se sabe es mitogénico en ratas (Naot, 1979) y en este trabajo se demuestra que 

también es m1togénico para células de bazo de ratón. Se ha demostrado que el número 

de linfocitos se incrementan en ratas Lewis y Fisher 344 infectadas con M. pulmoms 

(Davis y col., 1982). Por lo tanto uno podria esperar que la respuesta inmune mediada por 

células estuviera elevada en animales infectados debido al incremento en células. Sin 

embargo esto no ocurre. Estos resultados concuerdan con otro reporte en los cuales se 

observó un incremento no significativo en la incorporación de timidina en la 

transformación blastoide en respuesta a antigenos de M. pu/monis (Oavis. 1985). En los 

experimentos realizados en este trabajo se observó una afección en el sistema fagocitico 

tanto en a nivel de polimorfonucleares como a nivel del bazo evidenciados con la técnica 

de fagocitosis in vitro y la técnica de eliminación de carbón coloidal respectivamente, esto 

es posiblemente debido a la inducción de slntesis de citocinas (p.ej.IL-10), ya que en 

ambos casos no fue posible el aislamiento del microorganismo de bazo ni de sangre, por 

lo tanto es dificil demostrar una interacción directa entre el Mycop/asrna y las células 

fagoclticas que pudiera haber causado la disminución en los valores. El análisis de la 

prueba de fonnación de rosetas '"espontáneas'" (E) mostró controles de aproximadamente 

50% de células positivas a rosetas E. mientras que los animales infectados tuvieron 45ª/o, 

sin embargo esta diferencia no fue significativa. En un análisis global, los animales 

Infectados presentaron una alteración significativa de los niveles de glóbulos blancos 

totales. porcentaje de linfocitos. porcentaje de polimorfonucleares además de una 

cantidad de plaquetas muy variable; su capacidad fagocltica mostró reducción notable 

sobre todo al dia 7 y 1 O post-infección situación que no fue reproducida por los 
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preparados membranalcs. Estos animales tuvieron un pico de anticue ... pos en 14 dias con 

muy baios títulos de ant1cue1"pos especificas (pero quizá altos titulas de anticuerpos 

inespecificos de acuerdo a ta hteratura). con una 1nfccc1on persistente que no se resuelve 

en un pel"iodo de t1cn1po, lo cual montó la es.cena para evaluar la d1sfunc1on de la 

l"espuesta inmune en una anfccc1on cr6n1C....""1. traba¡ando con la h1potcs1s de un posible 

cambio de act1vac1on celular T ., 1 a act1v;ic1ón de cclulLts T.,~ 1n1pulsnndo con esto una 

respuesta inrnune 1ncfect1va contra este rn1croorgan1smo 

Intentando definir s1 alguna parte integral del A-'fycoplasn1a era la responsable de 

estos efectos se analtz;iron los efectos de la 1noculac1on de n1cmbranas en la 1nmun1dad 

de animales norn1alcs In vivo las frncc1on~s de M pufr11on1s y M capncolum produ¡cron 

respuestas de anticuerpos muy marc..""ldas n1cd1das por DOT-ELISA tas cuales d1e1"on pico 

en el dia 7. La inmumzac16n concomitante de eritrocitos de carnero mostró titulas de 

hemaglutinac1ón al d1a 5 con las dos preparaciones con una declinación de los titulas a 

panir del día 14 (se sugiere una posible papel adyuv<tnte de estas preparaciones pero se 

necesitan l"eallzar mas experimentos). El trntnn11cnto de anunales con estas fracciones 

incrementaron el peso del bazo a las 24 hr. sm modificar el porcentaje de células 

formadoras de rosetas. pero incrementando la cantidad de células pohmorfonucleares. 

linfocitos y células blancas de sangre perifenca. sin efectos en las células rojas. La 

administración de estas membranas también me1oro la ehm1nación de carbón coloidal 

dentro de un periodo de 30 minutos de med1c1on y produJo el aumento de tamaño del 

bazo a las 24 hr después de la inoculación. In v1tro las preparaciones de membranas 

mostraron una actividad mitogénica en células de bazo con una curva dosis-l"espuesta 

directamente proporcional. Todas estas observaciones son consistentes quizás con una 

actividad adyuvante de los preparados membrana\es. con la activación de macrófagos y 

liberación de monocinas. lo cual ya ha sido reportado y pudiera o no contribuir a la 

interpretación de la acción de este microorganismo en la infección crónica. La aparente 

activación policlonal de las membl"anas puede interpretarse corno parecida a la causada 

por la endotoxina (LPS), sin embargo experimentos l"ealizados anteriormente mostraron 

mecanismos diferentes. de activación que la endotoxina (Rome.-o y col.. 1993). Bajo esta 

pel"spectiva lo que se presentó entonces fue una enfermedad cuyo agente causal provoca 

una fuerte supresión de la respuesta inmune pero cuyos componentes orgcinacos 

(membranas) tienen actividad estimulatoria en el sistema inmune. una paradoja 

interesante que nos dio la oportunidad para tratar de entender los fenómenos celulares en 

una enfermedad crónica de este tipo. 
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El conccplo de heterogeneidad de las respuestas inmunes se produ10 .a p03rt1r de 

observaciones a nivel clirnco de mfecc1oncs que se presentaban con rasgos patológicos y 

clin1cos completamentn <-hfcrcntcs y polarizados Por e1cn1p1o. la form.3 tubcrculo1de de la 

lepra se encontró que est¡iba a!•OC1ildil con reacciones fuertes de h1pt~rsens1b1l1dad 

retardada (DTH) y b.:i¡os niveles de ant1cucrpoc; n11entras que la lepr::i lcprornLitosa estaba 

asociada con alto'..> titulo~ de dnt1cuerpus y d•:blle-::. re,1cc1on·:~. de h1p•~r·~·:.-ns1b111dad 

retardad;:i La rel.:-tc1on mvcrs¡¡ entre los .-tnt1cucrpos y la D T H pudo ~.er rn:-inipulado:i 

expenmentalmcnh~ vari:"lnc1o !:1 do~1s y 1:-i forma del LJnt1geno usado p.Llril 1nrnun1zar los 

animales (Abb.:lS y col. 19QG) f-stos resultados rnostraron un,-i sn1prcndenll! rJ1cotorn1a en 

la naturaleza de las rcspucst.1s 1nn1unes contra 1nfccc1ones n.:iturziles e 1nrnun1:ac1oncs 

experimentales Una parado¡a surg10 cuando se eslabl,~c10 que la rc::icc1on OTH y la 

producción de anticuerpos contrLJ ant1gcnos prole1cos eran depL"nd1enle de Ja funcion de 

los linfocitos CD4-+ ¿Podr1a la m1srna subpobl;:ic1ón cst.:ir relacionada en dos respuestas 

tan opuestas? f'...1ossrnan y col ( 198G) dcmostrL1ron que las clonas de ce lula:; T de raton 

CD4-+ pueden clastficarse en dos d1st1nlas poblac1oncs con base en su pairan de 

producción de c1toc1n.:is Este grupo de 1nvcst1g;:idores 11 .. "lmo .:i lzis subpoblac1ones T .. , (T 

cooperadoras 1) y T.,.:- (T cooperadoras 2), siendo las T ,.., los encarg.:idos de producir 

lnterleucina 2 (IL-2). mterferon-:' (IFN-:) y el Factor de Necrosis Tun1oral (TNF-¡n y las 

clonas T "2 aquellas que producen IL--4, IL-5, IL-6, JL-10 y IL-13 Con el tiempo, se ha 

recolectado mucha evidencia de que ambas subpoblac1ones difieren en el tipo de 

respuesta por anticuerpos (1sotipos) que inducen. que las T.,, son mediadoras de las 

reacciones OTH y las célul.3s T h.: fueron cooperadoras más potentes para la producoón 

de anticuerpos. d3ndonos una explicación sencilla para In dicotomia mencionada 

anteriormente. 

Otros dos elementos cruciales para el entendimiento de la generación de la 

diversidad de las células cooperadoras T fueron que cada subpoblación produce c1tocinas 

que sirven como su propio factor autócrino de crecimiento (L1chtman y col .. 1987) y 

promueven la diferenciación de células T hacia alguna de las subpoblaciones. En 

segundo lugar las dos subpobtaciones producen citocinas que regulan en forma cruzada 

el desarrollo y act1v1dad de la subpobl.ilción opuesta Por ejemplo. el IFN-"t producido por 

las células T ,.,, amplifica el desarrollo de T.,, e inhibe la proliferación de las células T "'2 

(Fitch y col., 1993), mientras que la IL-10 producida por las células T"2 bloquea la 

activación de las células T ,.,,. El resultado neto de la auto-amplificación e inter-regulación 
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es que una vez que la respuesta inmune de células T se 1rncia en un sentido sea T., 1 o Tn2 

tiende a ser progresivamente po/<1riz.ada en esa d1recc1ón 

La mayori.a de los estudios de toleranc1il 1nrnunológ1ca se han cnfoc.."Jdo en la 

1nducc1on de to1t::ranc1.-i contra ant1genos proh:.•1cos extrarlos o transplanles de tcpdos La 

tolerancia de las celul.1s T cooperacJor;i•; a LJn!igcno~. protercos puede 1nduc1tse 

administrando grandes dosis de los .mt1r¡r~nos sin adyuvantes. bloqueando co

est1rnuL:idore!> dur.1nte eJ 1cconoc1n11 • .:n10 1nrc1¡·1r det ant1g1.Jno o adn11n1~trando pept1dos 

mutados que enganch.:111 receptores d•! :1nl1!l•-·no'.> esp1.•c1f1co~ de celul.::is 1 de una formet 

anorm.::1/ (Krursbeek y col. 1!J9GJ Ln 1111Jr:tlos d1! estos s1sh!n1.1s exp1.Jr1rnentales de 

tolerancia pcnfer1c.::1 l.LJ 1nducc1on d•~ la·.; rc!.puest.:ic; de cPlulas T ,.,, .son bloqueadas 

preferenc1J/mentc El hallazgo de qt..H..! l:1s resplH!5f~1s T.,.,. a menudo no son ufcctadas 

\flene de la pos1b1hd.::id de que el e~.t.ido de no respuesta 1nmunológ1c.z1 es. al menos 

parc1a/mente. debido a las c1toc1n.::is rnn1unosuprcsor.::is. producidas por l<JS ceJula~ T,.,.- Se 

ha obtenido ev1dcnc1a que apoya e~-.t.'.l hrpotesrc; de algunos s1stcn1.;:is exper1n1entalcs 

(L1blau y col , 1995; Roe.,. en y col . l 99GJ L.'.1 toler;inc1;:i a los ant1genos propios puede 

imitarse expresando vanas protein.::is tales corno n1oleculas alogen1c.as d~I comple¡o 

mayor de h1stocon1patrb1l1dad o prote1na~ vir.:lles en tejidos usando tccnolog1a transgénica 

(M11ler y Flavell, 1994) En estas !:.1tuac1oncs fa protcina expresada est.a presente a través 

del desarrollo del animal y es un ant1geno propio efcct1vamente En este caso tumb1én la 

tolerancia está a menudo asociada con un bloqueo en el desarrollo de las ccluras Th 1 

reactivas a antigenos propios La act1vac1on de celulas T., 1 proinflamatonas se 

correlaciona con la inducción de daño auto1nmune a tejido (Scott B .. 1994. von Herrath y 

col., 1 995) y en algunos modelos muestra el mismo control genético que la resistencia a 

leishmaniasis (Scott B. 1994). Un aspecto importante del.a dicotomia de células T son la 

implicaciones que este concepto provee a los determin.:intes inmunolog1cos de 

enfermedad. De hecho los resultados de un.:i gran parte de procesos patológicos 

incluyendo infecciones. desórdenes alérgicos y autoinmunes han sido r-elacionados a la 

expresión de patrones de cltocínas (Th, o T.,=-) y por lo tanto a la inducción de una 

subpoblación de células particular. En el caso de enfermedades infecciosas el balance 

entre las respuestas T.,, y T.,_.. contra un agente infeccroso puede innuenciar el crecimiento 

del patógeno y Ja 1nmunopatologia. Los estudios de leishmnnias1s en cepas de ratón 

proveen la primera clara demostración de que la resistencia y susceptibilidad a 

enfermedades infecciosas correlacionar con las respuestas antimicrobiales T"' y T"2 

respectivamente (Re1ner y Locksley, 1995). Se reconoce ahora que la resistencia a 
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muchos microorganismos intracelulares incluyendo bacterias, protozoarios y hongos está 

relacionada a la induccion de respuestas T ,. 1 y en particular a las c1toc1nas act1vadoras de 

macr6fagos: IFN-y y TNF-u (Shcr y Cotfman. 1992. Kaufman S H .. 1993) 

Mientras que las respuestas T ,.,, t<:1mb1Cn predominan en la mayoria de las 

1nfecc1oncs intr.::icc\ularcs. un grupo niOs diverso de mecanismos efectores que incluyen 

células NK act1vzidas con lí-N-<L·I\. hnfoc1tos T CDB+ c1tolit1cos y anticuerpos 

neutrah:antcs (a mC>nudo con p<:1trone~ tipo T..,,) son responsables de la rcs1stenc1a del 

hospedero En 111uchas de esta5 1nlccc1ones, In IL-12 es inducida muy temprano durante 

la infccc1on y JUcg:t un papel central t>n el e"..:.t.:tb1ecin11ento de la res1-s.tenc1a dependiente 

de IFN-·1 así con10 de los pcrfile5 polnriz:ndo5 de las respuesta T.,, 

Las respuestas ant1rn1crob1an3s T.,, l.:tmb1cn producir t.:in1b1en patología en la 

form;:¡ de 1nfl.:tm;ic1on granulomatosa . .:lrtnt1s y colstis (Ron-iacinani S . 1994) En muchos 

casos, los da(1os tisulares al hospedero se desprenden del lado toxico de los efectos de 

las 1nterlcucinas y otros mcdi;:¡dorcs de 1.:1. mflamacion liberados durante el .::it::ique inmune 

nornial sobre el p.:ltágcno Reacciones patolog1cas severas pueden tambien ser resultado 

de la 1nter-rcgulac1on defectuosa por la IL-1 O. el 1 GF -p y otr~i~ c1tocm:.1s que normalmente 

inhiben las funciones cfectorns de T,.,, esto se ilustra per1ectan1c:nte por el incremento en 

la suscept1bil1dad de los ratones ·Knockout - a IL-10 a la cnfcrmcd~d 1nflamntona tnducada 

• por protozoarios y bacterias (Kuhn y col . 1991) La sm11!1tud de estas patologias con Las 

enfermedades auto1nmunes apoya la noción de un mecanismo con1un de daño de te¡ido 

debido a la excesiva o dcscontrol.<lda respuesta T ,., 1 

En contraste con los microorganismos intracclul.:lre=:.. los patc.gcnos cxtracelularcs 

y particularmente los hclminlos disparan una respuesta ti pica T ... = Los anticuerpos lgG 

dependientes de T "2 pueden contribuir a la neutral1za.c1ón de toxinas que son produodas 

por las bacterias extracelularcs. No obst<Jnte. hay una gran controversia acerca del papel 

protector de 1-<l respuesta de anticuerpos lgE. eosmof11os y cetulas cebadas producida por 

la reacción T !'>;' que acompaño. las 1nfccc1ones por paras1tos protozoanos. Esto es 

particularmente v;áhdo en modelos de ratón donde la eliminación de la respuesta de 

eosinófilos y/o lgE a menudo no tiene efecto sobre la resistencia a los helmintos. Se 

requiere la IL-4 para el control de muchas mfecc1ones intestinales por helmintos. 

aparentemente a través de la inducción de cambios fisiológicos en el intestino. y no a 

través de la inducción de anticuerpos lgE (Abbas y col . 1996) También es posible que 

los helmintos hayan desarrollado la capacidad de inducir las respuestas T ~ para 

protegerse a si mismos contra mecanismos efectores. A pesar de los mecanismos y 
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valor protector de las respuestas antihclrnínticas T ,..J, está cl.:uo que tales respuestas 

pueden ser dctnn1entes para el hospedero contribuyendo a la form~1c1on de granuloma y 

hipereosinofilia (Romagnan1 S. 1994) 

Los hallazgos en el caso de la lepra h;:in sugerido l•na rel.:ic1on causül entre la 

actividad relativa T.,,rTl\2 y la progresión de las enfern1edades 1nfccc1o~ds, en la cual las 

lesiones tuberculo1dps y lcprorn~lfosas cxpres.:in c1tocrna~ prcdom1nante5 T ,.,, y T., 2 

respccfrvarnenlc• (Abb~"l5, 1g:Jn) Un rn•~·can1·;n10 s1n1il.H ~e ha ~ug~-.!rido para ~ubrayar Ja 

progres1on dt!I SIDA Se h¿in ob~;ervado una pL·rdrcJ.-1 temprana de /;1 produccion y 

respuesta de IL-2. lf N-"t f• IL-12. pero hay un dt.~tx1tc c:onsrderabh! ;:_¡cerc.t de s1 hay un 

incremento s1n1ultanPo eri Id producc1on de c11oc1n:.1~ T ,,_. y s1 es asr. esto cxpl1c.aria la 

progres1on vrral y la 111tl1b1c1on dt~ T.,, (Graz1os1 y col. 1994) Ou1¿<."is Jiga ma~ sensato sea 

la observ.;Jc1on de que Jos vrrus HIV-1 infectan prefcrentcrncnfc clon.:is r,,,_ .. un hzil!azgo 

que podr1a expf1c.:ir l.:i persistencia del virus en un rncd10 an1b1ente def1c1ente de T,.., 

(Magg1 E . 1994) 

¿Es posible que los /\,f1copla::;rnas puedan n1an1cnerse cronic;Jmente 

individuo dmg1endo el tipo de respuesta (Tn 1 o T,,,.:) que le conveng;:i? Par.:-t resolver esta 

pregunta se d1scf'taron una serre de expenn1entos con el fm de dctern11nar Ja influencia de 

la infecc1on en la ac11v1dad de diferentes subpobl.:ic1oncs cclul.:1res Se drseño un 

experimento en el que se obtuvieron los porccnt::i1cs de celulas C04+ y CDB ... de ratones 

en diferentes etapas de la infección cx-tcnd1cndo el t1en1po de estudio a c.:.1s1 tres meses 

después de Ja infección Además se determinaron los efectos a nivel h1slológ1co que 

sufrieron el bazo y el timo de los animales infectados y se midieron los niveles de IL-4 e 

IFN-y en suero de los mismos animales En un experimento aparte se realizó la prueba 

de hipersens1bi/1dad retardada (DTH) contra albúmina sérica bovrna en animales 

infectados y no infectados. En otro experimento se intentó determinar si el !,,1ycoplasma 

era mitogénico para células B o para células T. ut1/1zando dos metodologías diferentes 

para la separación de las cC/ulas a partir de suspensiones celulares de bazo, asi como las 

concentraciones de IL-4 e IFN-'{ secretadas por estas preparaciones celulares. En todo 

esto se encontró que existe un efecto en los porcentajes de células C04+ y CDB+ en fas 

muestras estudiadas, pero lo mas interesante fue que este cambio se llevó a cabo de los 

46 a los 60 dias post-infección, es decir. cuando ya el microorganismo se ha instalado 

perfectamente y logrado escapar a los mecanismos de defensa. tal vez esta sea la razón 

por la que nadie habia reponado este tipo de fenómenos. en si el fenómeno produce el 

descenso del porcenta1e de la población C04+ en timo y en sangre con el colateral 
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aumento de las cclulas CD8+ en ambos órganos, es dificil establecer en este 

experimento s1 el aurncnto de una población se debe por el descenso de la otra o 

viceversa. sin emb;;Hgo los datos se validan al observar los porcentaJeS invariables en el 

bazo; adernás. el peso del t1n10 en los animales infectados se mantiene C.."lSl constante lo 

que hace pensar que en este organo no t1ut:>o r-cducc1on de masa celular pero s1 de 

células con ciertos receptores Este es el pnn1er reporte en donde se dPtecta este tipo de 

vanac1oncs celularL~s en la 1nfccc1on por l\f1copla.o;r11a!;, el caso tnds rcprescntat1vo de este 

trpo de fenonienos produc1d0'5 por un agente 1t1fecc1oso es el del virus del SIDA en donde 

Ja disn1rnuc1on de los lmfoc1tos C04 + rnuestra el estarlo de l..1 rnfccc1on (M.::igg1 y col . 

1994). aden1.:'ls el eft.!clo t~n las subpob/ac1on1"!~ de /rnfocitos T íJor los ft..f1copl.1:;rna!, ofrece 

mas argurnentos para rnclurr a estos nuc1oorgan1srnos con10 cof.::ictores en el dcs;urollo 

del SIDA (lo y col . 1991) Otros datos interesantes obtenido!j a partir de este 

experimento son /as v.-in.:iciones en concentrac1on que sufren lzi IL-4 e IFN··r en el suero 

de estos animales infectados Se encentro un aurncnto norrn:-1/ en la concentrac1on de 

IFN-y a partir del d1a 10 que se sostuvo parcialmente hasta el dia 24 pero que se vio 

disminuido cuando la concentrac1on de IL-4 subió de nrvel a partir del dia 15. para 

mantenerse ambos en rnvelcs basales para el resto del tiempo de mfecc1ón en estudio 

Esto pudo haber mflwdo para que las poblaciones de C04 + y CDB+ cambien en 

proporción como se muestra en la figura 27 la cual establece que la relación C04+/C08+ 

sufnó en el timo dos "oleadas~ una a part1r del dia 1 O hasta el dia 24 y otra il partir del día 

45 hasta el día 75 de la 1nfccc1ón Esto a la vez co1nc1de con los resultados de la prueba 

de hipersens1bihdad retardada (DTH) la cual muestra igualmente dos "oleadas" en la 

gráfica. una del dia 1 O que se recupera gradualmente hasta el dia 30 y otra del dia 40 

que se recupera hasta el final del estudio Estos estudios nos dan elementos para 

establecer que el microorganismo esta desviando la respuesta inmune de T n.z que lo hace 

consistentemente a lo largo de su presencia en el hospedero y sus efectos toman un 

corte de tipo recurrente que además es caracterist1co en la enfermedad crónica cursada 

por Mycoplasma. Hay muchos casos de respuestas T 11 1 y T,.2 bien documentados como lo 

muestra Mossman (Mossman, 1996). pero es la primera vez que un indicio de este tipo de 

respuesta se presenta en la infección por M1coplasrnas. Actualmente se reconocen varios 

fenotipos de células T de acuerdo al patrón de c1tocinas que expresan. por ejemplo las 

citocinas de ambos patrones (T ,..,1 y T 112 ) se han llamado células T r.o (Mossman y Coffman. 

1989); las células que producen grandes cantidades del factor transformante del 

crecimiento beta (TGF·P> han sido llamadas T ~ (Chen y col., 1994) y otros fenotipos 
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adicionales se h.:ln descrito entre las clones de larga duración A rnvel de cultivos de 

corta duración. la IL-4 y 13 IL-5 son a menudo ca-expresadas. la IL-4 y el IFN-·1 son 

normalmente expresados exclusivamente y el IFN-._,, y la IL-10 son co-e:io:prcsadas en 

algunas célu/.:is Puede haber hclerogcne1d<irl den Ir o de las subpoblac1ones T hl y T r-ü ~· 

las grandes vanac1ones cuanl1tat1v;:1s cJc 1.-i sccrccron rle c1toc1n..:ls que s.•:! observan entre 

las clonas 1n vdro tan1ll1én ocurren en celul<1s norn1<iles. las 1nlerprctac1oneo:; po!>1Lllcs de Ja 

complt:-J•d.-Jd d<.! los subgrupos V.t ¡J,_·•><1•.· un sHTlíJÍ•--' flHJdclo f.,,/T,,_. (y T,,./f.,,) c-.on 

d1ferenc1as cu;""tnt1tal1v;1s a difcrenles (.'Sl."ldO~• ¡j•_! dPsarroJlo. il un rnod~~fo en el que no 

hay subgrupos dcfJn1cSos sino una cd~.:::1cJ,1 de cornb1n~1c1on•~S. c11ft~r·~nt.~s dt~ !>CCH!c1on d~~ 

c1toc1nas (Kelso. 1 00~) En algunos sistemas. !."ls c!on:1s rnue-:;lran p."llroncs d•-· e•pres1on 

de c1tocinas T.,, y T ... ' que cnca1an en una d1stnbuc1on al ;-iz;:-.r No obstante el analis1s de 

los datos de estudios antenores revela que c!on.-J5 alocspecif1c.:i~ dP corta durac1on de 

ratones no 1nrnun1zados o ratones infectados con fl.'1p;•c.s!1or1g~'fu:_; hra~;1ti-:n::.:1s. n1ostraron 

una correlac1on 1nvers.:1 de síntesis de Jf"N·.• 1.~ IL-~ r111•_!nlr<i:s que J;1:> síntesis de IL-4 e IL-

5 mostró un.::i correl.:1c1on pos1trva (Stree! y col . 19UO ¡ Lo!:> pa!rone!:> de la expresión de 

cítoc1nas por celul.as ind1v1duales .,en cultivos de cort::l durac1on t.::imb1én indican que 

mientras hay claran1ente n1as patrones que el patron extremo T,,,!T.,;;-, ta expresión de 

citocinas no es norrnalmente al az:rr ¿Si la expres1on de c1tocinas no es el azar. cuantos 

fenotipos d1st1ntos de células T exrsten? Diferencias menores o cuantrtahvas en la 

expresión de c1tocinas pueden representar d1st1ntos fenotipos. estados de des:irrono o 

respuestas transitorias a las condiciones de estimulac1on (por ejemplo diferentes etapas 

de infección). Los patrones de citocinas pueden ser cambiados por un fuerte estimulo u 

otras citocinas: por ejemplo. la IL-2 y la IL-12 melaran la srntcs1s de IFN--.'. mientras que 

la IL-4 y la IL-10 inhiben la sintes1s de c1toc1nas T,.,, Esto podría permitir la modulación 

de corta duración de la respuesta de citocinas sin alteración permanente de Jos fenotipos 

de células T (Abehsira-Amar y col.. 1992) No hay duda de que muchas clonas de cClulas 

T 1n vitro e m vivo muestran al ser est1mulildas una clara dicotomia entre la respuesta IL-

2/IFN-yrTNF y la respuesta IL-4/IL-5/IL-10. que es una div1s1ón funciona/ del sistema 

inmune (Mossman y Sad, 1996). La IL-4 estimula la d1fcrenc1ación hacra células T "-=' 

mientras que el JFN-y, IL-12 y TGF-p me1ora el desarrollo de T,.,, (Seder y Paul, 1994) 

Sin embargo el papel del IFN-;.r puede variar en diferentes sistemas expenmentales: la 

diferenciación T 111 se inhrbe en algunos sistemas con anti-IFN-y pero no en todos los 

casos sucede esto (Seder y col., 1993). En una respuesta primaria común las células T 
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antigeno-especificas cstiln presentes en muy ba1a frecuencia ( 1 en 1 o'=') y otras cClulas 

proveen el IFN-y o IL-4 1nic1al quo influencia la d1ferenc1ac16n de las células T. La IL-12 es 

producida por muchos tipos do células. pero parl1cul:umentc por macrófagos en 

respuesta a ciertos productos b.:ictenanos L~1~• celulas NK s1ntet1z.an IFN-"f en respuesta 

a la IL-12 o al cnl.;:ice de anticuerpos a los rccPptores p;ira Fe n1ed1.:ido por antigcno En 

raton. la produccion ternpran.:1 de IL-4 puede ser 1nduc1da por las celu!.;:1s cebadas. los 

basóf1los y por la rcc1entcmentc dcscub1er1¡¡ ~ubpobl:1c1ón de ce lulas T 

CD3+CD4+NK1 1 + que parecen estar restringidas a lilS rnolcculas del cornple10 mayor de 

h1stocompat1b11tdad E!."".tas cclulas tienen un repertorio de receptores de cclulas T (TcR} 

restr1ng1do. se desconoce su espcc1f1c1d:id a ant1geno y produce grandes C.."lnl!dadcs de 

IL-4 en pocas horas dcspucs de una est1rnulac1on pollclonal Aunque las exphcac1oncs 

iniciales fueron que tipos de células presentador~1s de antígeno (CPA) mfluenc1arian 

selectivamente la d1ferenc1ac1on de células T. es bien conocido que las celulas 

dendrltrcas. los macrófag0s y las células B son capL1ces de inducir la d1fcrenc1ac16n de las 

células Tn 1 y T".: en presencia de las c1tocmas apropradas Sin embargo esto no excluye 

un papel para diferentes CPA en la dec1s1on T .,,-T "·'· ya que pueden producir 1nflucnc1as 

selectivas dependiendo de las citocinas que ellas secreten Ademas ev1denc1a reciente 

sugiere que las moléculas co-est1mulalonas de CPA pueden rnflucnc1.:ir sclectrvamente la 

diferenciación de las células T (Mossman. 1996). Aunque muchas c1tocinas tienen 

efectos que han sido bien caracterizados sobre la d1ferenc:ación de las células T, está 

poco claro corno es que el sistema inmune escoge apropiadamente la respuesta contra 

un patógeno particular. Se ha sugerido que las prote1nasas. requendas por organismos 

multicelulares para la penetración de tejidos. inducen una respuestas T h.:' apropiada 

contra los parásitos rnulticelulares. Además un producto de Listena induce la síntesis de 

JL-12 iniciando con esto la respuesta T,01 (Hsieh y col. 1993). En los M1coplasmas esto 

último no se descarta. es decir la posibilidad de que algún producto integral o de 

excreción produzca el cambio de T h1 a T h 2 En este trabajo se intentó dilucidar el efecto 

de los M1coplasmas sobre linfocitos T y B tanto a nivel de proliferación como en la sintesis 

de citocinas. Se separaron suspensiones celulares de linfocitos con dos métodos 

diferentes. a) utilizando anti-Thy 1.2+ complemento de cobayo que ofrece 

aproximadamente 90°/o de pureza en la separación de ilnfoc1tos de T y B. y b) el método 

que utiliza las pertas Dynabeads que provee una separación celular del 99%. En el 

primer caso como era de esperarse no se pudo distinguir si los linfocitos B son 

estimulados en realidad por el Mycopfasrna ylo sus derivados por la contaminación de 



células T aün presente en la suspensión. Sin embargo con las pedas Dynabeads se 

puede distinguir claramente dos tipos de cst1mulac1ón, la que se obtiene por células T y la 

obtenida por células B. y aunque las cuentas por minuto son ba¡;:¡s (por el baJo 

rendimiento de células obtenido) es claro que hay una diferencia Lo rnOs interesante 

obtenido es que las célulns T son est1mulad:1s por el Mycoplasrna solo en p,.-cscnc1a de 

células adherentes como se muestra en la figura 30 Este resultado nos permite 

especular acerca de la postbthd.-:id de una estm1ulac1on mespcc1flca del tipo s1rn11a,.- a la 

causada por los supcrantigenos. los cuales han sido aislados ya de otras especies de 

este microorganismo pero nunca de M pulmorus 

Esto pude también estar contribuyendo a la inmunosupres16n encontrada en esta 

inrección como lo muestran recientes reportes donde se comparó la producción y 

prohferac16n de células provenientes de pacientes con espond1lit1s anqullosante (SA) 

contra las de donadores sanos usando un ensayo de sangre completa Donde cultivos de 

células sanguineas fueron estimuladas por el superantigeno conocido como rvtAS y otras 

más. Los individuos con SA mostraron IFN-y significativamente más baJo y rangos de 

prolirerac1ón celular mas baja que los controles con todos los m1tógenos probados 

Mientras que no hubo variación en los niveles de IL-8. La IL-1 fue ligeramente ba1a en los 

grupos con SA pero sólo con r.AAS mostró diíerenc1a cstadistica Ademas hubo una 

elevación significativa de lmíocitos en pacientes con SA produciendo números altos de 

células CD4+ lo que implica que la relación CD4/CD6 alta. los autores concluyen que los 

resultados apuntan hacia un renómcno de supresión de los linfocitos T (Brand y col.. 

1997). Como se notará muchas de las observaciones del anterior reporte se asemejan a 

varios fenómenos obtenidos en este trabajo. lo cual da consistencia y despierta muchas 

interrogantes. 

La micoplasmosis por M_ arthr;tidis depende del MAM (M arthntidis mitogen) ya 

que la toxicidad ocurre sólo en cepas de ratones congénicos e intracruzados que 

expresan moléculas 1-E. Una asociación similar con el 1-E se ha demostrado también por 

la necrosis dérmica inducida por la inyección subcutánea del microorganismo en ratón. 

Los investigadores sugirieron que el tJIAM participa no sólo activando tas células T 

produciendo la liberación de linfocinas Inflamatorias sino también suprimiendo las 

derensas del hospedero. evidencia de esto es que el organismo inyectado 

intravenosamente persiste más tiempo en circulación sanguinea de las cepas de ratones 

1-E· que en las cepas de ratones congénicos 1-E- (Cole y col., 1982). La inmunosupresión 

se ha observado recientemente después de la inyección de tvtAM en ratones portadores 
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do 1-E, estos f"atoncs p,-csentan 1mroc1tos incapaces de p,-or.re,-ar en ,-espuesta al MAM y 

en menos p,-oporc1ón a los m1tógenos de lcct1nas Este estado anéf"g1co parece estar 

mediado por las cclulns C04 • que pue·den 5upnmir la respuesta norn1.:il de las cólulas a 

los m1togenos rvtAM p.:ircce supnn11r otras funciones de células T tales como la 

sens1bil1dad al cont:icto del d1n1lrofiuorobcnccno (DNrO) y pueden prolongar Sos 

transp/anles entre las barreras H-2 y no H-2 (Cole. 1991) En cont,-aste el r-.AAM parece 

no tene,- efectos supresores consistentes 1r1 vivo ~obre /.::is funciones do los linfocitos T 

sino al contrario parece aun1cntar su .::ict11.,11dad. e5to es concluido cu;indo se observó que 

las 1nyccc1ones ir1!ravcnosas de ~ 1ncren1enta el nurnero de cclul.:::is prodüctor:Js de 

anticuerpos en respuesta a la adn11n1strac1on de errtroc1tos de carnero 1n vivo (Cole. 

1991) 

El fenón1eno observado en los espcnrnentos de este trabajo muestran una 

secuencia de act1vac1on y desactivación de clonas de llnfoc1tos T que nos lleva a la 

presencia de diferentes patrones de intcrleucinas durante la infección. los supcrantigcnos 

pueden lograr esto como se discutió antcriorn1cntc pero ¿que tanto puede fa dosis de k>s 

antigenos de M1coplasrnas influenciar en la rcgulac1on de la respuesta ínmune?. La dosis 

de antígeno puede ser un regulador importante pora la selección de las funciones 

erectoras Estudios m vivo mostraron que altas y bajas cantidades de antígeno 

estimularon DTH mientras que niveles moderados estimularon la producción de 

anticuerpos (Mossman y Sad. 1996). Erectos s1mliares ocurren en modelos infecciosos 

como se demostró en la inducción de una reacción DTH que sanaba a ratones BALB/c 

infectados con cantidades muy bajas de Le1shmania y una respuesta de anticuerpos que 

no sanaba a los ratones utilizando dosis mas altas (Bretscher y col., 1996). 

Experimentos recientes in v1lro también han implicado la dosis del antígeno como 

un facto,. importante en la decisión T,,1 -Tr.z aunque la interpretación de los resultados es 

complicada. El incremento de la dosis puede cambiar la respuesta de T,,, a T"2 o 

viceversa y cuando se usa un amplio rango de dosis pueden ocurrir dos fenómenos: T "2 -

> T,, 1 -> T"2 (Hosken y col., 1995). No obstante los resultados in vivo sugirieron una 

progresión DTH -> anticucrpos->DTH. Los efectos de Ja concentración del antigeno 

sobre la diferenciación deben distinguirse de la regulación de células efectoras T,, 1 y T "2 

maduras. células T,,1 completamente diferenciadas son estimuladas por dosis moderadas 

pero no por dosis altas, mientras que las células T nz responden a un amplio rango de 

concentraciones (Fitch y col., 1993). Las consecuencias de las dosis altas o bajas de 

antigeno depende de la naturaleza soluble o particulada del antigeno. A bajas 



concentraciones de un pépt1do ant1g6nico soluble. cada CPA debe presentélr un baja 

densidad de con1ple1os pcpt1do-CMH En cambio. a ba¡;:is dosis de un agente 1nfccc1oso. 

relativamente pocas CPA captur;:in anligcno. sm cmb.:::irgo ~da CPA deberia presentar 

cant1dildes substanc1.ile!. de ant11Jeno debido Ll la d1g,.Jst1ón de p<lrtrculas comp!ct:J~. este 

efecto se exilgera si el patogeno se loc.:.1/1z01 en una pequ~ñ;i are.-. de 1nfecc1on El M 

pu/r11on1s. podr1.;:1 cst.::.u util1L..:.H1do la concentrac1on dt~I ant1gcno p<1ra logra los cambios T,., 

a T".: secretando do~.1s regulada~ de productos en forma u1fprrn1t0nte qu•~ le perrT11t1ri.:i 

desviar l.:l rc5pucsta 1nn1une qu'--~ le C:'.>luv1er.:1 cornbat1endo 

La d1t:•c1s1on ·r "' - r.,_, es cruc1.1l para u11<J 1nrnunid~d cfc•c11v.::.t. por lo t.::tnlo puede ser 

vcnta1oso par<l Jos !i.11cupl,i::;n1<1.s el influenciar en esta dec151on St un solo entena fuera 

responsable un1c:uncntc p.:ir.:i la dcc151on es niuy po51b!e qu1J los m1croorgan1smos con 

cambios evoluc1onanos rapidos hayan desarrollado forrnas de 1nterfenr Por e1emplo es 

bien conocido que los virus han desarrollado mecanismos sofisticados de interferencia 

inmune basado en la aprop1acron de muchos genes para receptores de citocinas Por 

esto, tiene sentido que l.::i dcc1s1on de que func1on efectora se requiere cfcbe basarse en 

una con1plc1a red de factores intcrcomunic.ados ya que esto debe d1f1cull~""lr 1.3 1nterferenc1a 

de patógenos Aunque las celu!LJS T n• y T.,.: son fuentes prmcipalcs de sus citocanas 

respectrvas otras muchas celulas dentro y fuera del srstenia inmune t'3mb1én producen 

estas c1tocinas Las subpoblac1ones de células T y ... "i C04+ y las células CDS+ pueden 

secretar todos los patrones de c1tocinas T ,.,, o T ~ (Fernck y col . 1995) Las células NK 

producen IFN-y y TNF y contribuyen a una respuesta parecida a la T ,.,, Como se 

mencionó antes. la IL-4 (y posiblemente otras atocinas T.,:) es sintetizada por las células 

cebadas. células B. basofilos y celulas CD3+C04+NK1 1+ (Yosh1moto y Paul. 1994) 

Además la IL-10 es producida por macrófagos. queratinoc1tos y células aún no 

identificadas de la placenta (Mossman T.R .• 1996). Asi muchos tipos de células pueden 

contribuir a un patrón general de citocinas T "1 o T .,2 • y se ha sugerido que estas 

respuestas deberian referirse como Tipo 1 o Tipo 2 (Salgame y col . 1991) Aunque 

muchas tendencias T "' o T,.,2 se han encontrado en infecciones y enfermedades 

autoinmunes. es seguro que los estudios cuidadosos de las locahzac1ones anatómicas y 

la cinética de la respuesta proveerá datos más definitivos l' .. 1uchas respuestas inmunes 

pueden permanecer localizadas. por esto el muestreo de linfocitos de sangre periférica 

puede proveer información acerca de las respuestas potenciales. mientras que se 

requiere el muestreo de las células de los ganglios linfi'lticos para saber las respuestas en 

activo. Además los tiempos de estudio son importantes como se observó en un modelo 
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de malaria en la que las respuestas T "2 y T f'>2 predominan en diferentes etapas de la 

infección (Taylor-Robinson y col , 1993) y corno se ha demostrado también en este 

trabajo. El patrón de citocmas T "' y T ,..2 han sido implicadas ahora en muchas respuestas 

inmunes concernientes a infecc1oncs. alergia y auto1nmumdad Estos patrones de 

citocinas también contribuyen a la intcr-regulac1on del sistema inmune con otros sistemas 

como se observa durante la relación entre infección y el embarazo (Wegmann y col . 

1993). 

DespuCs del an31isis de los resultados obtenidos en el presente traba10 en el 

contexto de los mas recientes hallazgos en esta arca, solo queda continuar el estudio de 

los mecanismos de inmunomodulac16n de los M1coplasmas en dos vertientes 1) Tratar de 

bloquear los efectos a nivel de la producción de mtcrleucinas. inyectando a los animales 

IL-12 o IFN-y, o agravarlos inoculando IL-4 o IL-10. y 2) Determinar si el microorganismo 

induce el efecto estimulando a las células correspondiente o secretando productos 

'"interleucina-like- o algún tipo de superantigeno. como ya se ha demostrado para otras 

especies de Micoplasrnas. 
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6. CONCLUSIONES 

1. El M pulrnon1s causa alteraciones en l.:J rez.pucsta inmune de ratones Balb/c, tanto a 

nivel humoral corno a nivel celul¿ir 

2 A nivel hunioral produce unJ d1<Jrn111uc1on de l;;i resµue:>I~ de anticuerpos contra 

entroc1tos de c.-:i1 nero 

3. Los niveles de anticuerpos ant1-r .... 1p en un.:-1 1nfecc1on crónica son muy d1sn11nu1dos. sin 

embargo, se presenta un.:i respuesta de ;:int1cuc1pos adecu:id.:i contra l;i membrana de 

estos m1croorg.:ln1smos 

4. Existen can1b1os hcm3tolog1cos en anun...l!es 1nfect.-idos y un;1 dr~1111nuc1ón f"!-n la func,ion 

fagoc1t1ca 

S. Las membranas de los M1cop/¡¡srn<Js son al!<:lmente n11toger11<:.:1s. fcnorneno que es 

independiente de la especie de mrcroorgon1sn10 

6- La infección con este n1icroorgan1srno .:ifecta los porc.~nl<lJ•"s ele l1nfoc1los T CD4+ y 

CDB+ en timo y sJngre. pero no en bazo 

7. Existen vonac1oncs en los niveles de 11-4 e lt-N-·: dur<.Jrll•.! et transcurso de la infecetón. 

los cuales co1ncrden con la dismrnuc1on de la rcspuest.:i DTH 

8. Estos cambios no son permanentes, trencn un comportzim1cnto de tipo recurrente 

durante todo el proceso infccc1oso 

9. De acuerdo a los resultados de este trabaJO. los M1cop/nsn1as y sus membranas son 

activadores de los linfocitos B y en menor proporc16n de los llnfoc1tos T 

10. Las linfocitos T de animales sones estimulados con productos de M1coplasrnas 

secretan niveles altos de IL-4. 

11 Linfocitos T de animales infectados estimulados con fltohemagfutinina producen 

niveles altos de IL-4. que son anormales comparados con los niveles secretados por 

linfocitos T normales estimulados con este mismo m1tógeno 

12. Se encontraron pocos cambios histológicos en el timo y bazo de animales estudiados. 

13. De acuerdo a los resultados aqui presentados. los Micoplasmas parecen estar 

modulando la respuesta inmune a su conveniencia cambiando el patrón de activación de 

subpoblaciónes de células T de T ,,, a T .,;o • con el fin de hacer inadecuada la respuesta 

inmune del hospedero para su eliminación. 
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7. APENDICE 

A) Utltflzaclón do los KJts para ol cálculo de la concentración do lnterleuclnas. 

a. Equilibrar el kit a temperatura ambiente 

b Determinar el t;imaño del ens.:iyo y la d1slribuc1on d•:! las placas Determinar el 

tamar"lo del ensayo (mitad de l.;l plac.:1 o plac:1 entera1 considerando el número 

total de pozos requundo~ 

e Prepar01r el buffer de l<..1v<ldo ar'ILJd1cndo 50 rnl del concentrado en 950 mi de agua 

des1on1zada y mc2'.clar v1gorosarncntc 

d. Preparar d1luc1ones estand:ir de IL-4 e JrN-g 

e. Para la curva es1and.1r. añadir 100 µ/ por pozo de cada estandar en duplicado 

(total de diez pozos) 

t. Para n1uestras de suero se ¡uíadcn 50 µ/ de diluyente dt: ensayo seguido de 50 

µI de suero 

g Sellar la placa con cub1crt.:i adhesiva e mcull.:tr 1 hora±.5 r111n a 37z2ºC 

h Remover el l1qwdo de los pozos por asprrnc1ón o por invers1on de J;i placa y 

agitación. cuidando de no desensamblar los pozos 

Lavar 4 veces utilizando buffer de lavado en cada poz:o 

Eliminar el exceso de hqu1do ut111zando papel h1g1énico 

k. Pipetear 100 µI del con¡ugado en caaa pozo 

Sellar la placa con la cub1cr1a adhesiva e incubar por 1 hora 1:_5 min a 37,:!:2ºC. 

m.Remover el liquido de los pozos aspirando o inv1rt1endo la placa y agitando sin 

remover las tiras. 

n. Lavar 4 veces como en el paso i). después decantar completamente. 

o. Secar con papel higiénico 

p. Pipetar 100 µI del sustrato a cada pozo 

q. Incubar a temperatura ambiente por 20 min 

r. Detener el desarrollo del color añadiendo 100 µI de solución de paro por pozo. 

Los tonos azules de los pozos se tornan amarillos. 

s. Calibrar el lector de ELISA en los pozos con el estéindar de O pg/ml. después leer 

la absorbancia a 450 nm de los pozos restantes. 
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B) Preparación y uso de perlas Dynaboads. 

a Lavado d_',-~~~.!.'~!.:-1r._Oyr}.ohg~1rj_<J 

1 Resuspender l.:-1s pt._>t/;JS eri el vial 

2 Transrenr fJ C3nt1dud deSPdda a un tubo de ensayo 

3 Colocar el tubo g:nto a un nia~nero por 2 rninutos y pipetear el fluido 

4 Remover el v1L1/ y ari<H11r 1 a 2 nil ch~ soluc1on .:Jrnort1guado1a y rosuspender 

5 Rcpetrr t~I p~-i~o 3 y restJ .... pen(fr·r al f1n.1/ con un volumen de amortiguador igual 

al ren1ov1do 

b ~rac1on C!_t.L];i_~.!.....~~!_u!.1~;_T}i_y _ _J _'2_pOS!_!r_v_a~ 

1 Preparar l.:-1 muestra de te11da y su~p0nder /;.té~ celulas en n1ed10 de cultrvo o 

sol de Hank con J ~;, de su~ro fetal de bovino 

2 Contar las ce/u/as b/¡_JflC<:Js y h.:icer un esf1mado del nUn1ero de cclulas blanco 

3 Pipetear el volurnen rpquerido de pcr/¡1~; prel.3vJcJas de acuerdo a la tabla o los 

propios cálculos de/ expcnrnen!.:Jdor 

4 Aiiadrr Oyn.:Jbc>.:Jds dlfcctarnenre 

vigorosamente> por 1 segundo e incubar durante 20 rn1n ;J 4uc t•n un agitador 

circular con rnov1rr·1ento suave 

5 Colocar el tubo en el n1agneto por 2 min (3 m1n para tubos de 50 mi) 

6. Pipetear el sobrenadante del tubo mientras las cctulas rosetadas son unidas a 

la pared del tubo por el magneto 

7. Remover el tubo de ensayo del rnagneto y resuspender suavemente l.:JS 

células rosctadas en amortiguador de lavado. Ev11ar Ja resuspens1on usando 

pipeteo vigoroso o movimiento prolongado con el vor1ex ya que se puede 

causar daño a las células 

B Repetir Jos pasos 5, 6 y 7 tres veces y resuspender las células en el volumen 

deseado de un amor11guador apropiado. Las células rosetadas aisladas 

pueden ser usadas para diversas aplicaciones. 

A Vol. pipeteado 25 pi 

f-..,,B--i'--~-cN~o-.-d~e~p-e-;rl_a_s~~-+---c,-;Oo--x~las 

,._,c=-l--7N.,.-o-.-m~á-x~im.,--,o-d7e-=c-e""lu-,lac:-sc-i'-c2".s x 10 cefulas 

25 µ1 

2.0 x 10' perlas 

5.0 x 10 células 

25 µI 

4 O x 10' perlas 

1.0 x 10· celulas 

A= Conversión del volumen pipeteado de fas Dynabeads. 8 = Número de Oynabeads. C 
= Cantidad máxima de células que estas cantidades pueden aislar. 



c. Obtención de las ~~lul~!'L~.~__.-:i_rnº-~ssg_!l_Q__y!}flbCi!.~ 

1. Incubar las células rosetadas a 37ºC durante toda la noche. 

2. Coloc.-ir el tubo Junto al n,.-:igneto dur<1nte 2 m1n y pipetear la suspensión de 

células que permanece en el rondo 

3. Lavar las células una vez con soluc1on de t l.:ink y/o 111ed10 de cultivo con suero fetal 
bovino. 

C) CONTEO DE CELULAS ROJAS. 

a. Se llenó la p1pt;>ta de torna de er1t:-oc1tos h¡1sta la n1.:uc.::1 de O S con sangre conteniendo 

ant1coagulan1e 

b. La pipeta inclinada aproxrrnadarnentc 45''C se giro n11.:ntras se llenaba con el liquido de 

Ha yen hasta la marca de 1O1 

c. Tapando con el dedo el extremo 1nfer1or de ra p1pct.-1. se re!1ro con cuidado el tubo de 

aspers1on 

d. Tomandola entre los dedos 1nd1ce y pulgar se somet10 la pipeta a ag1tac1ón durante 3 

mm 

e. Se tiraron las primeras cinco gotas y se lleno la camor.::l hem.-:i:toc1tomótnca por 

capilaridad, sin que se derran1ara µor los canales 'I a su vez quedara la superf1c1e bien 

cubierta. 

f. Se dejó reposar tres m1n y se observo al m1croscop10 

g. Se realizó la cuenta de entroc1tos en 5 de los 25 cuadros pequeños del centro (los 

cuatro extremos y el del centro) de la camara de Neubaucr 

h. Para conocer el valor entroc1tano. a la suma de entroc1tos contados se le agregaron 

cuatro ceros y el y el resultado se exprese en eritrocitos por mm 3 

i. La cuenta se hizo por triplicado, se calculó la media y la desviación estándar y se hizo la 

gráfica correspondiente en forma de histograma con los valores promedio de cada una 

de las sustancias estudiadas 

O) CONTEO DE LEUCOCITOS. 

a. Se llenó la pipeta de loma de eritrocitos hasta la marca de 0.5 con sangre con 

anticoagulante. 

b. La pipeta inclinada aproximadamente 45°C se giró mientras se llenó con el liquido de 

Hayen hasta Ja marca de 11. 

c. Tapando con el dedo el extremo inferior de la pipeta, se retiró con cuidado el tubo de 

aspersión. 
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d. Tomándola entre los dedos Indice y pulgar se sometió la pipet,¡) a agitación durante 3 

m1n. 

e Se tiraron las primeras cinco gotas y se lleno la camar;i hernatoc1ton1étnca por 

capdandc.d. sin qLJe se den.amar-a por Jos can<ll~~s y a su vez: quedara la superficie bien 

cubierta 

f. Se dejo reposar tres mm y se observo al n11croscop10 

g Se realizo la cucnt~1 de lcucoc1tos en 4 c.u;1d11culd~ grande!i de 105 extrenios de la 

e.amara hematoc1métr1c..-i 

h. Para conocer el valor /cucoc1ta110 la sun1.1 de lcucocrtos contados promedió y se 

mult1pl1có por 50 y el resultado se da en Jcucoc1tos por n1m·' 

1. La cuenta se hizo por tnphc.ado, se calculo la media y la desv1ac1on estnndar y se hizo la 

grélfica correspondiente en forma de h1stogran1a con los valores promedio de cada una 

de los sustancias estudiadas 

E) CUENTA DIFERENCIAL (POLIMORFONUCLEARES Y LINFOCITOS). 

a En el extremo de un portaobjetos. llmp10 y desengrasado se depositó 

gota de sangre recién extraida y con anticoagulante 

pequeña 

b. Otro portaob1etos con bordes esmenlados se coloco en un angulo de 45° sobre la gota 

de sangre y se dejó difundir por capllandad a lo largo de la ansta del portaobjetos. con 

un movimiento suave se realizó la extens1on de sangre lo mas delgada posible 

c. Se dejó secar la extensión al aire libre para evrtar la ruptura de las células 

d. En una cámara de tinción conteniendo colorante de Wnght se colocó la extensión seca 

durante 3 min. 

e. Sin escurrir ni secar la extensión se coloca en otra cámara de t1nc1ón conteniendo agua 

destilada durante 5 mm. 

f. Una vez trascurrido ese tiempo se saca de la e.amara y se de¡a secar 

g. Se observa al microscopio y se hace el conteo diferencia/ por tnplicado. 

h. Se calculó la media y desviación estándar y se hizo la gráfica correspondiente en fonna 

de histograma con los valores promedio. 

F) NÚMERO DE PLAQUETAS. 

a. Se cargó con sangre una pipeta para cuenta de globulos rojos hasta la marca de 0.5 y 

se llena con líquido de dilucjón (oxalato de amonio) hasta la marca 101. 
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b. Se agitó la mezcla por 15 min 

c. Se cargó la c.:imara de Neubaucr pinna y se de¡a reposar por 1 O min en una cámara 

húmeda 

d. Se contaron las pi.aquetas en toda l.;J cu:-tc1ncula central con el rn1croscop10 de contraste 

de fase y a n1ayor aumento 

e La cifra obtenida se multiplica por 2.000 d.::indo el numero de plaquetas por mm3. 

G) ABSORCIÓN DEL SUERO FETAL DE CARNERO. 

1. Se lavaron Jos crrtroc1tos de c...-irnero 3 vPr.:c::; en PBS (pH 7 4 J 

2. Se añad10 1ml de FCS. O 5 rnl de errtroc1tos de carnero (EC) lavados y empacados. 

3. Se incubo a 37UC por 30 mm 

4 Se centrifugó la prep.:-;rac1ón y se separe el suero 

H) PREPARACIÓN DEL MEDIO DE INCUBACIÓN PARA LA PRUEBA DE ROSETAS E. 

1. Se añadió 0.5 mi de FCS absorbido a 9 5 mi de MEM 

2. Se añadió O 2 mi de EC lavados al MEM 

I) PREPARACIÓN DE SUSPENSIÓN DE CELULAS DE BAZO. 

1. Se sacrificaron un ratón normal y un inoculado, por dislocacion cervical y remover su 

bazo. 

2. Se colocó cada bazo en la malla #50 estéril que cstabo en una caja de petn (60X 15 

mm) conteniendo 10.0 mi de MEM. 

3 Usando un lado de un b1sturi, se presionó el bazo a través de la malla dentro del MEM. 

4. Con un capilar se aspiró la suspensión celular muchas veces para dispersar aún mas 

las células y transfirió la suspensión a un tubo de ensayo largo. 

5. Después de permitir sedimentar a los grumos grandes durante 10 min .. se transfirió el 

sobrenadante a un tubo de centrifuga cónico y se centrifugó durante 5 min. a 400 rpm. 

6. Se resuspendteron c.Clulas en 5 O mi de MEM-FCS, se realizó un conteo con un 

hematocitómetro y se preparó 1.0ml de una suspensión celular conteniendo 1 o" células 

/0.1ml. 



J. SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE TRIETANOLAMINA (TBS) 

NaCI (g) (Backcr} 
Tnetanolamina (SIGMA) 
HCI 1N (ml)(Backer) 
MgCl.6H70(g) (Merck) 
CaCl.2H 2 0 (mi) (Merck) 
Agua desiomzada(ml) 

7.5 
28 
17.0 
o 001 
o 02 
980 2 

K) SOLUCIÓN DE LECHE DESCREMADA AL So/o EN TBS 

Sk1n-m1lk (G/BCO) 
TBS 

L) SOLUCIÓN REVELADORA 

Alfa-cloronaftol (SIGMA) 
Metanol (BACKER) 
TBS 
H 2 0 2 (SIGrvtA) 

5g 
100ml 

30ml 
10ml 
50ml 
0.05 mi 
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m)CUADROS 

Cuadro 5. Valores hcmalológ1cos de los animales inoculados con solución salina 
fisiológica (Controles) 

POBLACIONES CELULARES 
___ <?...:.f3_._-=--=_-_=--=_~=_]:;--;-!}=._-=---=--=--=--=-=-=~-~p~-=·.-~==PMN ("l•J ___ --'=1~---

a.s 13.7 240 17.2 72.3 
9,0 13.6 242 17.3 73.2 
9.5 13.B 245 17.1 71.4 
9.7 13.4 233 17.5 72.0 
9.0 13.5 _2_:1_2_ 16.9 72.6 --.....,,--.;--9.2 ___ --- ----.. 3~----·----- 239.8 17.2 72.3 

s = :t:0.381 ::!:0.158 ::!:4.44 ::t0.224 :t0.671 

l.c. "" m~0---:41'~~=--~~(~~-:-~~~~-!9.~:C~.--=~E:..~i~.;_~_2__ -- i.~_-= -~~0~~~!!!_~0.83-L_ 
O.B. • Globulo'"' Bl .. ncoa • tO'ln1m 1, P • Pl•qU•UIS X tO: PMN • Pollrnortonucl.,;1re-s (%);GR. • CilObuloa 
Rojos X to•""'"': L • Llnfocno,. ('%), m • modl•. s • d .. -svl•clon eat.and:iir; 1 e • lnle,.......,lo de confl•n.r;;1. 

Cuadro 6. Valores hematológ1cos de los animales infectados con M1coplasn1as, 
determinados a 1 O dÍ3S después de haber sido infectados 

POBLACIONES CELULARES 
G.R. 

---8-~s-·------

8-4 
9 

9_3 
9_3 

m ... 8.52 
s =::t:0.295 

-·a.a-:----·--------p-~--
18.J 
18.5 
17.6 
17.6 
17.6 

17.92 
±0.444 

233 
267 
265 
246 
220 

246.2 
±20.29 

l.c. = m:::t0.J67 l.c_ = m:!:0.552 i.C. = m:!:25.2J 

P""-!:'.l",'-J ____ ~!) __ _ 
27.3 86.0 
28 
25 
26 

25.3 
26.32 

:!:1.291 
Le. - m:t:1.61 

88 
85 
82 
84 
85 

±2.2J6 
l.c. - m±2.78 

G.B . ., Glóbulos Blancos a: 10,/mm,; P • Pl.aqueU• X 10; PMN • Pollmor1onucle,1u·es (%); G.R. - Glóbulos 
Rojos X "to• /mm~; L •Linfocito.(%); m •me-di .. ;•• desvl.aclón e•Ulnd.ar; l.c. •Intervalo de conn .. nza. 

Cuadro 7. Valores hematológ1cos 
aisladas de Mycoplasma capncolum. 

POBLACIONES CELULARES 
G.R. G.B. 
8.4 18.9 
8.2 19.1 
8.7 19.7 
8.5 18.0 
8.8 18.9 

m"'" 8.5 18.9 
s :t:0.274 :t:0.61 

de los animales inoculados 

p 

288 
268 
315 
320 
308 

299.8 
±21.545 

PMN(%} 
27 
23 
38 
31 
33 

30.4 
::t:S.727 

l.c. • m::t:0.297 l.c. ""'m:!:0.758 J.c.= m::t:26.79 Le. - m::t:7.12 

membranas 

88 
90 
93 
88 
91 
90 

:!:1.897 
i.c .... m::t.2.&4 

G.B. •Glóbulos Bl.ancos Jt 101/mm,; P •PI.aquel.as X 10; PMN • Pollmor1onucleaf"- ('%); G.R. •Glóbulo• 
Rojos X 10• 1mm,; L •Linfocitos (%);m • medl.a: s •desviación rsUnd•r: l.c. •Intervalo de conn .. nz.a. 
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Cuadro 8. Valores de peso relativo de bazos de animales infectados con M 
pulmonis en diferentes estados de la infección. y con preparados de membranas 
aisladas de M pulmonis y M capncolum 

---------------·-AÑit-d~~f>~}~~-fici'ó~~--l~_!_ U __________ A_Nl_M_A_LES-CON __ _ 

L~~~ª~~-~ p_~--~~.:-_!_n.!~E:~~r:iJ ___ ------·- --·--- ---~~~~:1-~~-~~-s ___ _ 
co~t:~1e~----Y.7~-- ---6~4----------:/:2---·-------~~~------·-·-·-----~~----

s.a 7.7 G.a s.9 e.o 8.1 
4.9 6.6 7.4 7.G 7.0 7.0 
5.9 6.5 6.9 7.8 6.9 6.9 

4.9 ···--------?~-º----- Fi.9 7.4 6.8 7.5 
~--s-:-s-- 7_1 6.-sa- --------7~3e--·------_,~26 _________ 7A.4 __ _ 

:t:0.55 :t:0.58 :t:0.36 :t:0.35 :t:0.52 :!:0.498 
i.c. = m!:0.684 Le.= m:!:0.721 .-:C.~ -rTliOM8---.-.c.--;. ~~o-:-43s i.c. = ~io-:6_4_6 __ ---¡:c_-... -~:t.o--:-619 

-,,¡.p.• M•mbra-;.;;;c;;;-M":-p~m~-.;.s -:-Me: 7;;~-~nhr-:;-;-; .. s-d;-M.c~;-l<;~IU;...;-;-;;.;.; me.il~;---;--;-d;..a~.t.oaOcJ.:;;; 
l.c • lnl•rvalo dn conf1<1nz"' 

Tabla 9. Titulas de anticuerpos aglutinantes contra er1troc11os de carnero en 
animales inoculados en el d1a cero con SSF. Los entroc1tos también fueron 
inoculados al día cero 

Tit~~_p--~c an_~~ucrpE~!!..!!l_____ __________ _ 
OIA 3 5 7 14 21 28 

---0-----8~-~·--3-2~ 64 64 --------:32___ 1 6 

o 4 32 64 32 32 16 
o 8 16 64 64 64 16 
o 16 32 64 128 16 64 
o 8 64 64 64 32 8 

m =O 8.8 35.2 64 70.4 35 2 24 
s = :t::0.0 ±4 38 ±17 53 ±O O ±35 05 ± 17.53 ±22.63 

ic - m:t::O.O 1c=m::t5.45 1c-m:t21 79 1c - m:tO O ic-m:t::45_6 ic-m:t:21 .8 1c-m±28.3 

Tabla 10. Titulas de anticuerpos aglutinantes contra eritrocitos de carnero en 
animales infectados con M pulmoms Los eritrocitos también fueron inoculados al 
dia cero. 

DIA 
o 
o 
o 
o 
o 

m - O 
s =±O.O 

3 
64 
64 
32 
16 
64 
48 

±22.63 

5 
16 
16 
32 
64 
16 

28.8 
±20.86 

Títulos de anticuerpos (1/n) 
7 14 
16 16 
16 16 
16 16 
B 8 
16 16 

14.4 
±3.58 

14.4 
±3.58 

21 
4 
8 
8 
8 
8 

7.2 
±1.79 

28 
4 
4 
8 
8 
4 

5.6 
±2.19 

le - m±O.O ic-m±28.1 ic-m±25.9 ic-m:t4.45 ic-m±4-45 ic-m±2.23 ic-m±2.72 
m ""medlll. • ""Clesv•aaón e•1and.;ar: IC a 1ntervalQ de c:onílWl.Z411. p = O 05 
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Tabla 11. Titulas de anticuerpos contra entroc1tos de carnero en animales 
Inoculados con membranas de M pulrnon1s al día cero. Los entroc1ros también 
fueron inoculados al dia ce_'°-·-=--~~-~---------------

Tirulos de anticuerpos {1/n] 
DIA o 3 5 7 14 21 28 

o 16 128 64 16 16 16 
o 16 64 64 8 a 4 
o 8 64 128 32 16 8 
o 16 128 64 32 16 4 
o 16 128 64 16 16 8 

m- o 14-4 10-2.4 76.8 20 a 14.4 8 
s = ;tQ.O .±3.58 ±35.05 ±28 62 .±10.73 .±3.58 ±4.9 

1c=m±O O IC-m.±4 45 IC-m±43 6 IC_=m:t.35 6 1c=m.t:13 3 ic=m±4 45 1c=m±6 09 
Los vak>res rePJe,..ento.n log1 d.,.I totulo _,.,. .1ntoca..1 ... •r>os hem.1..,1u1on.lln!"s 1n ~ m""'-1•ói s r tjes,..,ac..On .,.st.álndoJor oe 
., •nt .. ,...,a10 (Je conr•01<Va p " o 05 

Tabla 12. Titulas de anticuerpos contra eritrocitos de carnero en animales 
rnoculados con membranas de ,\.f capncolurn éll día cero Los entroc1tos tamb1en 
fueron inoculados al dia cero 

Titules de anticuc_!P..E_~~ 
OIA o 3 5 7 14 21 28 

o 16 64 64 32 3º2 16 
o 8 32 64 32 16 8 
o 8 64 64 32 32 8 
o 16 128 64 32 16 4 
o 16 64 64 32 16 4 

m-0 12.8 70 4 64 32 22.4 8 
s =±O.O ±4.38 ±35.05 ±O.O ~o.o .±8 76 .;t.4.89 

ic-m±O.O ic-m.±5.44 ic-m±43 6 IC-m::tO 0 íc-m±0.0 1c=m±10 9 IC-m.±6 08 
Los ..,;¡¡,1ores. repte~ IC>o¡¡2 (J.,.r l•!u10 c:1 .. óin!1CVt"r¡>os ri.,.rnag1ut1n.oon1.,.s m = mr<::11a s "d!:osv.ac>Ori eo~tand.M" oc 
"' 1n1.,.rvalo de COt'1Í•.11n.Z-ill. p "' O OS 

Tabla 13. Valores del porciento de fagocitosis dur~nte diferentes etapas de la 
infección con M. pu/monis Los valores de los animales al dia cero son 
considerados controles ya que son animales que se les inoculó el 
microor anismo. 

OIA o 3 5 7 14 21 28 
78 78 78 74 70 77 79 
76 76 76 65 67 78 78 
74 78 76 66 68 79 79 
78 74 78 63 79 75 79 
72 73 76 65 75 78 79 

m = 75.6 76.5 76.8 66.6 71.8 77.4 78.8 
±2.61 ±1.91 ±1.09 ±4.28 ±5.07 ±1.51 :t0.447 

ic-m±3.24 ic-m±2.37 ic-m±l.35 1c-m±6.S6 1c-m±6.30 ic-m±1.88 ic-m±0.56 
los valonts represerit.an el po«::ent.a1e de fagocitosis Que se conoc.o como •nd•ce tagoc111co. m • rned•a. s ""desv.aoón 
esrar.c:tar; ic • 1n1erva10 de c:onfia~. p • O os 
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Tabla 14. Valores del Indice Fagocitico de animales infectados con M pu/monis .a 
los diez dias de infección y animales 72hr después de haber sido inoculados con 
suspensiones ennquoc1das de membranas de M pu/monis v M capnco/urn 

INDICE FAGOclí'íé:o 
CONTROLES 

78 
76 
74 
75 
78 

JNFEC7~ADOS ~f----- Mc~----
75 

m - 76.2 
±1.79 

65 78 
66 78 
65 77 
65 79 
68 78.2 

±6 164 ±0.837 

79 
77 
78 
79 

77 6 
::t1 673 

--,L-:o~,-,-~=~.,,co-"'c::'~/"",~O';,.CC~O::'=.=n<"•n=-::•,-< =po.°'c°"'•'°~ºt~=-:,:;~";;";~:"'~:0;.,=6co,no:•c:,.-co=u-.:•:-•oc•~~".:,~4 1,n<J,ce '~'"~~=mrn:~!!~OI. 
deSVl.C.Oo estand;1r •C "' mlen,. .. lo de conro .. n.z.ill p "' o O~ 

Cuadro 15. Valores de absorbancia a 650 nrn. de sangre de animales infectados 
y no infectados. inoculados con Carbón Coloidal. Tiempo~ 

e 1 2 
2.n 2n 2.n 
2.71 2.75 2 76 
2.76 2.70 2.71 
29 2.IB 2.n 
2.74 2.71 2 70 

m-2.726 2.73 2.73 
s = ::t0.027 ±0.025 ±0.025 

ic - m ± 0.034 IC- m :t 0.031 IC- m ±0.031 
m • med•.a. s • de•v•~Of"l es~.ar. oc • 1nlettV11lo de c:.onf1;1n.z.11. p • O O!:i 

3 
2.74 
2.79 
2.72 
2.75 
2.71 
2 74 

::tO 031 
IC - m ± 0.039 

Cuadro 16 Valores de absorbancia a 650nm de sangre de animales infectados y 
no infectados. inoculados con Carbón Coloidal a 3 min después. 

SEMANAS DE INFECCION 
CONTROLES 1 2 3 

2.6 2.32 2.61 2 65 
2.4 2.3 2.63 2.63 
2.6 2.36 2.57 2.66 
2.5 2.27 2.6 2.7 
2.6 2.3 2.66 2.5 

m -2.58 2.31 2.614 2.632 
s=±0.148 ±0.0332 ±0.0336 ±0.0765 

ic - m ± 0.184 ic-m±0.041 ic- m ± 0.042 ic - m ± 0.098 
m '- me-a.a s "' ae~v.ación es1.andar, oc • •nle"".alo de conroan.za. p .. O 05 
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Cuadro 17 Valores de nbsorbancia a 650 nm de sangre de animales infectados y 
no infectados. moculado~~2rbi;?_!l Colo1d~! a 7 min despues 

-~~=~~=~------------~-ª-~~~~~§_Q.E INFECCION 

CON;.~~L~~------ ---~~ 2 !s 2 ~ 
2 42 2.5 2.6 2 58 
2.39 23 233 247 
2.59 2.1 2 51 2 60 
249 2 246 2.51 

m - 2.476 2.18 2·4-7~2~-------2~.-=-54 

--~s~=~±~º~·~º~7~7~ ______ ±_0~2_176~8~~----±_0_0978~-----±~0_.~0~5=274~--
1c - m ±0.096 1c- m ::t0269 1c- m .± 0.122 •s - m ±o 0651 

m a mPd•A 5 "'desv1..»ciór1 ~"l.l~r OC• lnf~rvalo dft c.onlo..on:a p"' Q cj~ 

Cuadro 18 Valores de absorbancra a 650 nm de sangre de animales infectados y 
no infectados inoculados con Carbon Coloidal a 10 m1n después 

CONTROLES 
2.37 
2.29 
2.31 
2.46 
2.5 

m = 2.386 
s = ±0.0918 

ic- m ±O 114 

1_87 
1.93 

2 
1.9 

1.87 
1.914 

±0.0541 
ic - m ± 0.067 

SEMANAS DE INFECCION 
2 

2 33 
2.51 
2.19 
2.32 
2.40 
2.35 

±0.1173 
IC = m ± 0.146 

3 
2.4 

2.63 
2 1 

2.42 
2 38 

2.386 
±0.1889 

IC - m ::t 0.2348 

Cuadro 19 Valores de absorbancia a 650 nm de sangre de animales infectados y 
no infectados. inoculados con Carbón Coloidal a tiempo de 30 min. 

CONTROLES 
1.82 
1.71 
1.90 
1.82 
1.83 

m - 1.816 
±0.068 

ic- m ± 0.084 

0.82 
1.01 
0.93 
0.55 
0.83 

0.828 
±0.1738 

ic - m ± 0.2161 

SEMANAS DE INFECCION 
2 

1.72 
1.65 
1.8 

1.51 
2 

1.736 
±0.182 

ic - m ± 0.226 

3 
1.81 
1.95 

2 
2.5 
1.81 

2.014 
±0.284 

ic- m ± 0.353 
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Cuadro 20 Valo..-es de abso..-banc1a a 650 nm de sangre de animales inoculados 
con Carbón C~lo1dal a tiempo d~ O rn1n 

____ C~O~N~: .. ~;1-~~-S-----··----~!1 ------ 2"'!7~-----
2.71 2 5 2 64 
2 76 2 4 2.65 
269 29 2.79 

-----m~~;~26 --·-~-~~:------- 2~?~~380-------
---,-c---~-º-,,-º=~70336 •e - :tn~·=~~606 ce - : ~804·"-1~0~4----
---.:¡p-;;-,_.~~M--p;-;m,~~-~'C--;-·~ ..... rnanJs de M c1111pnc;o1urn m .e "'""d.a • "' d .. ..,~-.~,"'°"~~.~, -~-.-

ontervalo de conf1anz.a p "' O 05 

Cuadro 21 Valores de absorbanc1a a 650 nm de sangre de animales inoculados 
con Carbón Coloidal a t1ern o de 3 mm 

CONTROLES M 
2 6 2.1 
2.4 2.3 
2.8 1.9 
2.5 2.6 
2.6 2.08 

m - 2.58 2.08 
±0.148 ±O 4147 

ic-m:t:0.184 IC -- m ::t: 0 332 

Me 
2.3 

2.06 
1.99 
1.87 
2.8 

2.204 
±0.366 

IC = m ± 0 458 
Mp • Memtwan.o1s da M pu!<non1s. '-t..; '"1"e1T1C>l"Un.ots dft M capn.:oJurn m " me<J1a s '"de•....ac.on .. s~•. >e ,. 
1nte....,a10 de oonfiOllnz.a. p • O O!. 

Cuadro 22 Valores de absorbancia a 650 nm de sangre de animales inoculados 
con Carbón Coloidal a tiempo de 7 mm 

CONTROLES Mp 
2.49 1.9 
2.42 1.7 
2.39 2.3 
2.59 2.0 
2.49 1.8 

m - 2.476 1.94 
±0.0.77 ±0.2302 

iC - m ± 0.096 ic - m ± 0.2662 

Me 
2.0 
2.4 
1.7 
2.1 
1.6 

1.96 
±0.3209 

ic - m ± 0.3989 
Mp • Mernbf"anas de M pulrnon•s. Me z Membranas de M capncoJum. m• med1011. s ,. des~ eslMldar. te • 
intervalo d4I COf"lf"ianu.. p • O 05 
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Cuadro 23 Valores de absorbanc1a a 650 nm de sangre de animales inoculados 
con Carbón Coloidal a tiempo de 10 min. 

CONTROLES Mp Me 
2.37 1.0 1.9 
2.29 o as 2.3 
2.31 o 99 1.7 
2.46 1 4 2.1 

-----~2-"S,___ 1 6 ---~1~6~-----
m = 2.386 1 168 1.92 
±O 0918 :tO 3168 :tO 2~6~6~3~----

ic = m :t 01141 1c=m:i:03939 1c=m±03559 
Mp • ""4embf"•n.;J1s de Al ¡.>ulrn<.>rlt3. M:: • Membf"illnOIS d" M-c.,pnr:v1.,n1 m• m~r<I s ""de,;W"t~l .-sl.;iindill• ic., 

1rilervalo de conf1an_...a p "' O 0'"> 

Cuadro 24 Valores de absorbancia a 650 nm de sangre de animales 1noculados 
con carbón coloidal a tiempo de 30 min 

CONTROLES 
1.82 
1.71 
1.90 
1.62 
1.83 

m = 1.816 
±0.068 

ic = m .± 0.084 

Mp 
0.82 
1.11 
1 o 

0.75 
0.7 

0.876 
:tO. 1733 

ic- m ± 0.215 

Me 
0.93 
o 94 
o 93 
0.91 
0.92 

0.926 
±0.0114 

IC = m .± 0.0142 
Mp • !V'.,mtwanaa de M puJrnon1 .... ~ '"McJmDl"illtl.ills de M capncOlum m"' med•il s ., ~sv•~~On estdnd.ar. oc"" intervalo 
de confianza. p • O 05 

Tabla 25. Titulo de anticuerpos contra M 
pu/monis de animales infectados. 

DIAS DE INFECCION 

o 
3 
5 
7 

14 
21 
28 

TITULO (1/n + s)' 

o 
4.4 ± 1.96 

12.8 ± 3.92 
14.4 ± 3.2 

34. 7 ± 14.4 

22.4 "' 7.84 
17.3 ± 7.1 

1 nrulo Pf"CWTill!'doO de onc:o animales. a • desviación esu.oa.ar 
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Tabla 26. Tih1lo de anticuerpo:;: conrra M pv/rnon1s y M 
capnco/um de amrnD-les inoculados con rnen1bra.nas 

oiAS DE INFECCION Mp Me 
---~~~·-6______ _ ___ tY-1;-l .s J (1Jn0~ sJ 

3 25 6 ' 7 84 26 4 ' 6 86 
5 1150.!:.256 511!:.157 
7 128 o :t o 128 o :t o 

14 104 o ~ 31 102 4 ~ 31 :35 
21 5 7. 6 -~ 12 8 11 7 3 • 2 3 85 

28 64 o ' o o 128 o ~ o o 
1 T•lulo p<Qmad>O CM Clncó ....... m .. i .. s MD ,. M .. mt.><;;an."1'5. Ooll' M p>;lrT><.,,,,,;: ,,_;-¿---,::1,";,ñr;;:u;-.. -;-;.;
M capr>c:oJIJ,,. •"' O<!-s.v•OloC•'-"'><""' l.'sf~nct.ar 

Tabla 27. Porcentaje de cófuf<:Js formadoras de roseras espontáneas en 
animales infectados con M puJn10n1.s y animales 1nocufa.do$ con membranas 

GRUPOS 
Control 

Infectados 
Membranas de Mp 
Membranas de Me 

ROSETAS .. E"(% 
50 3 "!: 5 2 
45.0 ~ 6.5 
50.9"' 7.3 
52.5 ± 4 2 

1. Porcentaje obtenido haciendo un .. poor· de las mucsrras trabajad.as 

Tabfa. 28. Mítogenicídad de las membranas de M. capncolum sobre flnfoc1tos de 
bazo de ratón. 

o 
1090 
2050 
880 
670 
760 

m = 1090 
±5592 

CONTENIDO PROTEICO (µg/ml) 
2.5 5 

12.860 18.880 
10. 150 17,670 
12.890 19,650 
9,595 20,005 

16,305 15.300 
12,360 18.301 
±2.675 ±1.901.5 

10 
25.829 
29.350 
26,907 
24.998 
20.061 
25.429 

±3.417.6 
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Tabla. 29. Valores de grado de inflamación de cojinete plantar de ratones 
infectados y no infectados maculados con Albúmina Senca Bovina (100 1-tg). 
para determinar la respuesta de h1persensib11tdad retardada 

DIA INFECTADOS NO INFECTADOS 

o o.35 :t o 160 o 35 .t 0.016 
10 01s ... 0019 033!:0017 
20 o 26 ' o 023 o 38 t o 008 
30 o 32 ·-o 017 O 31 !O 019 
40 o os !. o 031 o 32 j: 0.006 
60 0.13 ±: 0.016 o 33 ± 0.019 
80 o 18 ~ 0.008 o 39 r 0.020 
100 025 ! 0015 o 30 •·o 017 

Cuadro. 30. Valores de absorbanc1a de la prueba de ELISA (Enzyme 
labeled immunosorbent assay) para detectar los niveles de IL- 4 en suero 
de ratones infectados y no infectados con tv. pulmon1s. 

DIA 

o 
10 
15 
24 
36 
46 
51 
60 
75 

INFECTADOS NO INFECTADOS 
(Absorbancla) (Absorban e la) 
0.056 ± 0.020 0.056 ±o 001 
0.038 ±o 001 0.043 ± 0.006 

0.00 ± 0.00 0.033 ± 0.008 
0.275 ± 0.003 0.07 ± 0.003 
0.281 :t 0.007 0.045 :t 0.005 

o.o 0.052 ± 0.003 
o.o 0.032 ± 0.008 
o.o 0.072 ± 0.006 
o.o 0.053 ± 0.002 

Cuadro. 31. Valores de absorbancia de la prueba de 
ELISA (Enzyme labeled immunosorbent assay) para 
detectar los niveles de IFN-y en suero de ratones 
infectados v no infectados con M pu/monis. 

DIA INFECTADOS NO INFECTADOS 
CAbsorbancia) (Absorbancia) 

o 0.131 ± 0.009 0.131 ± 0.006 
10 0.100 ± 0.010 o. 102 ± 0.003 
15 0.317 ± 0.00B 0.093 ± 0.009 
24 0.242 .±. 0.005 0.132 ± 0.010 
38 0.214 ± 0.007 O. 149 ± 0.003 
46 0.051 ± 0.003 0.152 ± 0.015 
51 0.068 ± 0.005 o. 122 ± 0.009 
60 0.027 ± 0.0016 o. 134 ± 0.003 
75 0.026 ± 0.003 0.135 ± 0.005 



Cuadro 33. Incorporación de t1mid1na tritiada de suspensiones de células 
de bazo de ratones sanos tratadas con anticuerpos anti-Thy 1 2 y 
complemento y estimuladas con membranas de M pulrnon1s 

CE LULAS 

No tratadas 
Tratadas 

Sin M1tógeno 

CPM x 1000 

25.0 ..t 4 750 
15 o!: 3.450 

o 40 _! o 0650 ------

Tabla 34. lncorporac1ón de t1m1dina trrt1ada de suspensiones de células de bazo de 
ratones sanos tratadas con anticuerpos anti-Thy 1 .2 y complemento y estimuladas 
con fitohemagluhnina (PHA} 

CELULAS 

No Tratadas 
Tratadas 

Sin M1tógeno 

CPM x1000 

23 6 .t 5 83 
7 o± 0.75 

04 I 0.047 

Cuadro 35. Incorporación de timidina tnt1ada de suspenciones de células de bazo 
de ratones sanos en diferentes etapas de la infección y estimulados con 
membranas y fitohemaglutinina (PHA). 

CPM x 1000 

DIA 5µg de prot. Mp /mi 5µg PHA/ml 
o 25.2 ± 3.750 23.2 ± 4.31 
10 20.0 ± 3.49 22.7 ± 3.75 
15 21.0 ± 4.85 24.8 ± 4.70 
24 26.0 ::t 4.67 24.2 ± 5.50 
38 17.8 ± 3.56 16.5 ± 3.75 
46 22.0 ± 1.680 18.9 ± 4.89 
51 23.8 ± 4.65 19.9 ± 3.25 
60 24.95 ± 4.23 20.0 ± 3.95 
75 24.1 ± 3.40 21.7 ± 3.70 

Mp • Membranas ele M pu/rnot'llS. PHA • F1tohemagrut1nma 
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Cuadro 37. Porcentajes de células CDS+ en Timo do animales infectados con M 
pu/monis en diferentes etapas de /a infección. analizados po,. cdometria de FIUJO 

DIA CONTROLES INFECTADOS ___ º ___ (m_±_s) -- (m ±_sJ. _ 
8.06 :t_ 1.6 8 ºº ± 1 6 

10 9.78 ± 1.8 5 85 ± 2 2 
15 10 15 :t 3 3 3 86 .:t 1 6 
24 a 79 .:t 2 o 3 73 :t 2 1 

38 7 55 :.:t 1.1 3 18 ± , 9 
46 6 74 ;t; o 98 14.1 ± 5 3 
51 7 65 .:t 1 1 6 47 ± 2 o 
60 9.55 .:t 2.0 556±2.1 
75 6 96± 1.2 4 99 ± 1 6 

m a med•<1. s "Oesv1...-_.oo "'si~ 

Cuadro 38_ Porcenta1es de cc/ulas CD4+ en Timo de •.:muna/es infectados con M 
puln1onis en diferentes etapas de la infecc1on, analuados por c1tometria de Flujo 

DIA CONTROLES INFECTADOS 
m±s 01 ± s 

o 17.79 ~ 2.5 17.79 ± 2.5 
10 9 37 .:t 1.6 22 08 .:t 3 1 
15 12.3 .:t 3.6 19.45 ± 2 6 
24 9.35±1.2 10.56±35 
38 9.5 ± 2.1 7.08 ± 1.6 
46 13.71 ± 3.1 41.45 ± 6.5 
51 10.05± 2.5 31.65 ± 6.7 
60 8.95 ± 2.7 20.67 ± 6.3 
75 14.35± 1.6 4.99 ± 2.6 

m "' m"'d<.il. s .a deaviac.Oo est~ 

Cuadro 39. Porcentajes de células doble pos1f1vas (C08+ y CD4+) en timo de 
animales infectados con M. putrnonis y animales inoculados con solución salina 
fisiológica (SSF). 

OIA CONTROLES INFECTADOS 
m ±s m ± s 

o 80.15 ± 4.1 80.15 ::!:: 3.3 
10 72.06 ± 3.7 80.85 ± 6.5 
15 76.67 ± 4.7 77.55 ± 7.1 
24 79.56 ± 3.9 81.86±4.2 
38 89.75 ± 5.2 82.95 ± 5.3 
46 44.45 ± 3.7 79.55 ± 5.1 
51 61.87 ± 6.1 82.3 ± 5.0 
60 73.37 ± 5.3 81.5 ± 4.8 
75 83.31 ± 6.1 78.51 ± 3.7 
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Cuadro 40. PorccntaJCS coa .. en sangre de an1rnalcs infecf,"ldOS M 
pu/monis y an1m.<1les 1nocufados con So/uc1on Salina F1srológic.¿1 (SSF) 

-----o1.o;----- - ------------· -----~-· 
INFECTADOS CONTROLES 

m ' s (m . s 
o 23 01 ' 2 8 23 01 2 1 

10 31.47 2 7~ 37' 49 ... 18 
15 25 65 ! 29 31 86 .! 1 7 
24 30 16 ' 3.1 22 43 1 g 
38 24 65 "! 23 33 44 ' 2 1 
46 30 15 ' 3 5 27 27 ! 1 2 
51 21 GS ! 26 57 11 ' 1 5 
60 24 75 ' 2 9 26 62 1 2 
75 27 89 ~ 2 5 40 03 ! 3.1 ------------

Cuadro 41 Porcenta1es CD4+ en sangre de anunares infectados con l\,.f pu/monis 
y animales inoculados con Solución Salina F1s1ologrca (SSF) 

DJA 

o 
10 
15 
24 
38 
46 
51 
60 
75 

CONTROLES 

72 26 • 1 8 
63 46 _.:: 1 65 
66 79 -~: 1 76 
64 17 !..2.5 
70 57 .!_ 3_ 1 
62 97 :!: 1.5 
72 83 ". 1 2 
69.54 ± 2. 1 
68 56 ". 1.2 

m .., medt.ót . s ~ aes..,.,,a-c,ón e~t.ánc"'' 

INFECTADOS 
m .± s 

72 26 ·t 2 1 
54.77 t. 2.3 
64.62 ± 2.4 
76 79 ±_ 2.3 

62.445 ±·2.1 

68.18 :1: 2.3 
41.36 ± 1.5 
50.5 ± 1.6 

40.03 :t 1.2 

Cuadro 42. Porcentajes CD8+ en bazo de anima/es infectados con M. pu/monis y 
animales inoculados con Solución Salina Fisiológica (SSF). 

DIA CONTROLES INFECTADOS 
(m:t-s) (m ±s) 

o 30.62 ± 1.3 30.62 ± 1.3 
10 29.04 ±. 1.5 30.13±1.5 
15 31.75 ± 0.98 25.89 ± 1.7 
24 27.91 "'0.99 27.57 ± 0.987 
38 28.91 ± 1.2 29.135 ± 0.97 
46 30.75 ±-1.12 27.55 ± 0.9 
51 27.95 ± 1.17 32.14 ± 1.2 
60 29. 16 ± 0.998 30.27 ± 1.2 
75 31.12 ± 1.2 29.815 ± 1.0 
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Cuadro 43. Porcentajes CD4+ en bazo de animales infectados con M 
pu/monis y animales inoculados con Solución Salina Fisiológica (SSF). 

DIA CONTROLES INFECTADOS 
( m :t: s) ( m ± s) 

o 64.74±13 64 74 ± 1.6 
10 67,56 ± 1.5 65 265 ± 1 7 
15 66.68 .±. 2-, 71 64 ± 1.75 
24 67.08 ± 1.2 70.7 ± 1.7 
36 69.08 :t 1.45 68.965 ± 1.3 
46 67.57 ± 1.23 67.96 :t.: 2., 
51 68.89±2.1 65.83 ± 1.7 
60 68.66 ± 2.3 68.97 ± 1.5 
75 64.57 ± 1.3 67.48 ± 1.65 

Cuadro 44. Valores de la relación CD4+/CD8+ en timo, sangre y bazo de 
animales infectados con M. pu/monis 

DIA TIMO SANGRE BAZO 

o 2.155 3.144 2.114 
10 3.773 1.46 2.164 
15 5.025 2.028 2.77 
24 2.831 3.423 2.564 
36 2.227 1.869 2.364 
46 2.941 2.5 2.469 
51 4.901 1.426 2.049 
60 3.718 1.697 2.276 
75 2.415 1.426 2.262 

Cuadro 45. Incorporación de Timidina tritiada de preparados de células B 
separadas por el sistema Dynabeads, utilizando diferentes sustancias 
como mitógenos. 

PRODUCTO 

LPS 
Membranas 

Mycop. lnact. 
SNOT 
PHA 
SSF 

CPM X 1000 (±s) 

9.0 ± 1.52 
6.0 ± 1.65 

7.0 ±O .496 
4.0± 1.1 

1.0 ± 0.675 
0.09 ± 0.0002 

CPM • Cuentas por minuto: s • desvtae10n est.indar, 5"dt • 
sobrenad41nte. PHA fltohemaglut1n1na. SSF • solUCtón sahna 
ft&iolOglCOil. 
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Cuadro 47. Incorporación de Timidina tntiada de preparados de células T 
separadas por el sistema Dynabeads incubadas con células adherentes, 
utilizando diferentes sustancias como mitógenos. 

PRODUCTO CPM X 1000 1 s 
LPS 

MEMBRANAS 
MYCOP. INACT. 

1 i o 0456 
4 :!: o 175 

4.89 ±o 0996 
3 i 0.175 
9, 1 016 

MED.CULT. 
PHA 
SSF o 09t 0.003 

CPM • C~leólS f>O" rnonuto LPS ,. loPQpel•SOIC-11fllJO P~-tA • 
l11ot>em.aglul1Nnól. !:i::>F ,. s.oluoón s •• u1na f•s•ológ•ca 

Cuadro 48. Valores de absorbancia de la prueba de EUSA para 
determinar los niveles de IFN--, e IL-4 producidos por células de bazo de 
animales sanos e inducidos por diferentes productos. 

PRODUCTO IL-4 (::!:s) IFN--, (.í:S) 

Mp 0.028 ::t 0.0016 0.2 = 0.017 
PHA 0.025 ± 0.0025 0.107 :±-0.005 

SNDT 0.019 ± 0.0019 0.075 ± 0.006 
M.C. 0.009 ± 0.0005 0.019 ± 0.0023 
M.I. 0.029 ± 0.0036 0.178 ±: 0.0195 
SSF o± 0.0016 o± 0.0023 

Mp • Membranas M pulrnonos. 1-"HA - F11onern.agl1..<lm•n..a. SNDT • 
Sobrenadól.nte de C4llt1vo. M C • Me<:l10 de Cutt:vo M l • M pUlrTIOl"llS 
ol"lacllvado. SSF • Soluoón ~·na fls..ol~•Cól s • d<!!sv1.ao6.-. estn.and.'.ar 

Cuadro 49. Valores de absorbancia de la prueba de ELISA para determinar 
los niveles de IFN--, e IL-4 producidos por células de bazo de animales 
infectados e inducidos por diferentes productos. 

PRODUCTO IL-4 (±s) IFN-g (±s) 
Mp o. 135 ± 0.005 0.2 ± 0.017 

PHA 0.095 ± 0.0010 0.107 ± 0.019 
SNDT 0.069 ± 0.0003 0.075 ± 0.0023 
M.C. 0.009 ± 0.0004 0.019 ± 0.0009 
M.I. 0.123 ± 0.017 0.178±0.0576 
SSF o± 0.09 o± 0.019 

Mp • Membr~S de M pultnonos. PHA • F1tonem..aglut1n.~. SNDT • Sobren.ad.anee 
de Cull!vo. M C • Mecho de Cultivo : M 1 • M pulmorns onadlvado. SSF • Solución 
sauna tia.oiógica. a • des...,.c.On estandar 
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