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111. RESUMEN DE LA INVESTIGACION.

El presente trabajo de investigacién tiene como objetivo principal, el identificar la pr
de especies de Mycoplasma en muestras de sangre de pacientes con Escleros-s Lateral
Amiotréfica (ELA) Clinicamente Definida, por dio del é¢todo diag;: de Reaccion en
Cadena de Polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) en comparacién con controles
sanos.

Lo anterior con base en estudios realizados por el Dr. Garth L. Nicolson en el Institute for
Mol ] Medici H Beach, California, E.U., donde se encontré una elevada
fr in de infecci istémi por mycopl en con Esclerosis Lateral
Amiotréfica (ELA), tanto civiles como veteranos de Ia Guerra del Golfo Pérsico, ¢n
comparacion con sujetos control pareados por edad y sexo, utili do preci Ia prueb.l
de PCR. Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que algunos ag infe d\ Jugar
un papel muy importante tanto en la patogénesis como en la progresion de esta c:nfermcdnd.

Realizamos un estudio casos y controles en el lnsh(ulo Nacional de Neurologia y Neurocirugia
MVS, incluyendo a 75 particip . 20 pa tes con ELA clinicamente definida y S5
controles sanos. Sc tomaron muestras de sangre venosa y se procesaron inmediatamente en el

Laboratorio de l\eurommulugln del INNN; se procedio a la extraccion del DNA de Ias
ras y p ior se sometieron a la prueba de PCR para Mycoplasma sp. con el kit
cial Mycopt Plus PCR primer set dc Stratagene.

Los pacientes con ELA tuvieron un rango de edad entre 35 y 82 aiios (media de 52.5); los
sujetos control entre 35S y 60 aios (media de 44.1). En cuanto al sexo de los participantes, se
cluyeron en los casos 12 hombres y 8 mujeres (60 y 40% respectivamente), mientras que en
los controles tenemos 29 hombres Yy 26 wmujeres (52.7 y 47.3% respectivamente), no hay
diferencia estadisti ifi iva en sexo entre casos y controles (p=. 576).

Después de realizar Ia PCR para Mycoplasma sp., se obtuvieron los siguientes resultados:
En los pacientes con ELA, 10 pncu.n(cs resultaron po os (50%) y 10 negativos (50%),

mientras que en los controles, P ivos (10.91%) y 49 negativos (89.09%),
se obtiene significancia estadistica (p= OOI)

Al lcular el riesgo esti o, se obti una OR de 8.167 (95%IC 2.4 — 27.6), 1o cual indica
que ¢l riespo a padecer ELA siendo posnlvo ala prueba de PCR para .\lycoplasmn sp. es 8:1.
No se encontraron difer i ivas entre la p de Ia escala

ALSFRS, tiempo de evolucion de la enfermedad y tipo de presentacion de 1a ELA (espinal o
bulbar) y la positividad a la PCR para X\rlycoplasmn sp.

En conclusion, existe una fuerte entre pad una infeccié crdnica por
Mycoplasma sp. y la ELA, lo cual reafirma los hallazgos de un estudio anterior similar. Sin
duda los ag: patog intracelulares como lo es Mycoplasma, pueden jugar un papel en
ia gé is de enfer Jades d ativas.

Hacen falta mis estudios para dilucidar la relacion entre agentes infecciosos y lIas
enfermedades neurolégicas crémicas, degenerativas y sin tratamiento efective como es el caso

de la ELA.
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IV. ANTECEDENTES:

Estudios realizados por el Institute for Mol 1 Medicine en H i B h, California,
E.U. en pacientes veteranos de la Guerra dcl Golfo Persu:o y civiles con Esclerosis Lateral
Amiotréfica, demostraron una alta fr de infe por Mycop sp., utilizando
la técnica de PCR. Los resultados prcllmmares demostraron que casi todos los pacientes con
ELA (30 de 36 —-837%-) i e ia de peci de Mycopi en sus muestras
sanguineas, en contraste con menos del 9% de infecciéon por l\lycoplasma en los controles
(p<0.001). En los pacientes con ELA positivos n lecoplasma. se investigé Ia presencia de las
diferentes especies tales como M. fermentans, M. M. h inisy M. p aANS.

Todos los veteranos de guerra fueron positivos para M. fermentnns. cxccp(o uno que I'ux.
positivo para M. genitalium, en contraste, los civiles con infe por mycop

infecciones tanto por M. fermentans (59%) asi como por otras especies de l\‘lycoplusmn y dos
pacientes civiles con ELA tenian infecciones miltiples (M. fermentans mas M. hominis). De
los controles que resultaron positivos a la infecciéon, s6lo dos pacientes fueron positivos para
M. fermentans (2.8%) (P<0.001) (1).

No existen mis antecedentes acerca de la asociacion de las infecci por My ! sp. en
pacientes con ELA; sin embargo, se ha vi lado a este patog con multiples enfermcdades
tales como: mfecc:ones respiratorias y urogenitales. Sindrome de fatiga crénica,
E falomielitis, Fibr { Artritis Reumatoide, enfermedades i infecci
cardmcns. urnlcs ¥ pcrmdontalcs. enfermedades de tr isi fecci istémi
enfer d. con iso tales como SIDAIVIH 2,3.4).

No obstante, la incid ia de infecci por Mycop en estas enfermedades alcanza un
40 a 60%, lo cual es h a la hallada en paci con ELA (83"/-). Se estin
realizando mas estudios con el fin de dilucidar el papel que j las i i por
Mycopl en la neurop logia de la ELA y si el tratamicento de estas infecciones tiene

algun valor en el manejo clinico de esta enfermedad neurolégica (4).
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V. INTRODUCCION.
ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada
por pérdida de las neuronas motoras superiores e inferiores que sigue un curso progresivo con
pérdida de la funcién motora. La enfermedad es casi siempre fatal y, aproximadamente S0%
de los pacientes mueren 3 a 4 ados después de la presentacion de los sintomas (S, 6). La ELA
es mis comin en ¢l hombre que en Ia mujer hasta la edad de 70 aiios, cuando los rangos se
igualan y, no obstante que el pico de presentacién es en la quinta década de la vida, Ia
enfermedad puede ocurrir a cualqui edad después de la adol ia (6,7). La incidencia se

q
calcula en 2.4 casos por 100 mil habitantes por aifio ¥ se conoce una prevalencia de S casos por

100 mil habitantes. No se conoce predileccion i ¥ la pr 1 es la mi alred

del mundao.

No existe una prueba sanguinea especifica que brinde un di 6stico inequivoco de ELA. ¢l
diagnodstico clinico esta basado comunmcn(e en ¢l resultado del examen co y neurologico
con los cuales se identifican los sig y as de la enfermedad. Debido a que los signos

de afectaciéon de Ia Ncurona motora superior e inferior pueden estar asociados con otras
enfermedades que semejan a la ELA, una parte lntegral del diagnéstico de ELA incluye el
excluir otras posibl de Ia sig ia del iente. De esta forma deben

usarse algunas pruebas tales como la Elec!romlogrnfm (EMG), los estudios de neuroimagen,
pruebas de sangre y orina y si esta indicada, la biopsia de Nervio y Masculo (8).

Tipos de ELA: No obstante que esta enfermedad fue descrita por primera vez en 1869 por
Jean Martin Charcot en Francia (9), continaa siendo una enfermedad enigmitica. Sin

bargo, reci como resultado de la i inv i6n durante la década pasada,
se han realizado avances signi ivos que han avudado a comprender la patogénesis y
etiologia de la ELA, asi como a id p )| estr i de jo para esta

enfermedad.

Fig. 1-Jean Martin Charcot. (1825 — 1893)

7 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Mis del 90% de los casos de ELA son clasificados como “ELA Clasica”™, un tipo esporadico de
1a enfermedad que esti caracterizado por una combinacion de daio a la Neurona motora
superior (NMS) y a la Neurona motora inferior (NNII) (6). En el siguiente cuadro se muestran

los datos enlos con ELA:
Sindrome de NMS: Sindrome de NM1L:
Pérdida de ta Fuerza Muscular Pérdida de Ia Fuerza muscular.
Espasticidad, hipertonia. Flacidez, hipotonia.
Reflejos patolégicos Reflejos patolégicos ausentes.
Hiperreflexin Hiporreflexia.
Afecto pseudobulbar Fasciculaci y calambres musculares,
(labilidad emocional) Atrofia muscular,

Fig. 2-Atrofia 1 en regi tenar, hif ¢ interdosea y fasciculaciones
linguales en ELA.
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Fig. 3 Afecciéon de Motoneuronas superiores ¢ inferiores en Ia ELA. En esta
enfermedad existe compromiso de los pares craneales bajos y de las astas
anteriores de 1a médula espinal.

s dad,

Entre los pacientes con ELA cliasica, mis de 2/3 con los si en las extr
25% tiene una presentacién bulbar y en 8 a 10% de los casos predominan los datos de NMI.
Del 5 al 10% de los casos son clasificados como ELA familiar (10). Una mutaciéon en el Gen
que codifica para la superéxido dismutasa de Cobre-Zinc (SOD1) ha sido identificada en 10 a
15% de los pacientes con ELA familiar (11).

En 1990 se desarrollé El Escorial World Federation of Neurology Criteria for the Diagnosis of

Amyotrophic Lateral Sclerosis, como un para d ar de a precisa el
diagnéstico de Ia ELA y asi poder ingresar a los paci a dios clini ¥y terapéuticos.
No obstante, estos criterios clini son d bién por los clini para evaluar a sus
pacientes de manera individual, pecial en aguell que repr un probl

diagndstico (12) -Anexo 1-.
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

Las enfermedades quc pueden lmltnr a la ELA mcluyen canal cervical estrecho, tumores

cervical poliradi a, siri Esclerosis Maualtiple, paraparesia
espastica familiar, adr iel -.., asi como In neuropatia motora multifocal con
hloqueo dc 1a conducc-on. atrofia litis, amiotrofin focal benigna, las

o sindrome de Foley. la enfermedad de Kennedy (atrefia muscular
bulboespinal ligada al X). y el EVC de tallo cerebral. Todas estas entidades deberin ser

P <l

descartadas con los criterios electr i y de neur

Fip. 4-Resonancia magnética de unién cri ervical, ia en el di bstico
diferencial de Esclerosis Lateral Amiotréfica.

Fig. 5-Electromiografia en ELA, que Red i6n de unidades motoras
A) no especifica, B) moderada y C) severa. En D) vemos fasciculaciones,
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E! anico medicamento aprobado por la FDA para el tratamiento de la ELA, es el Riluzole,
cuyo mecanismo de accién parece ser la inhibicion de la liberaciéon de Glutamato y que en los
ensayos clinicos ha demostrado prolongar 1a supervivencia de los pacientes con ELA (13).

Fig. 6 Riluzole. Antagonista
de Glutamato, aprobado por
Ia FDA para el tratamiento
de in ELA.

Aunque en la actualidad no se conoce la etiologia de esta enfermedad se consideran S

hipotesis principales:

*1)Excitotoxicidad por Glutamato. (14)
=2)Reacciones autcinmunitarias vs Motoneuronas. (15)
*3)Deficiencia de factor de crecimiento nervioso.
*4)Disfuncién de la SOD.
*5)Infecciones crénicas. (16-20)

Fig. 7 El Glutamato favorece el incremento de
Calcio intracctular, lo cual lleva a dafio de la
Membrana celular. En la figura se muestran
niveles elevados de calcio dentro de las células,
visto con microscopio liser.

De estas hipdétesis, el p’lpel de las infecciones crénicas ha atraido reci Ia

con el hall de de enterovirus en 15 de 17 muestras de la médula espul:ll de
pacicntes con ELA, detectadas por PCR (19). La posibilidad de que uno o miis agentes
infecciosos puedan inter para ELA per clara (21).
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MYCOPLASNMAS.

Los Mycoplasmas son procariontes sin pared celular de la clase Mollicutes. Estos son
pequeiios. de vida libre, autorreplicacién y algunos de cllos tiene la capacidad de invadir
varios tejidos, incluyendo el sistema nervioso central (22,23). No obstante, los Mycoplasmas
son encontrados comunmente en la cavidad oral y como flora simbiética intestinal; algunas
cspecncs pnlogen:ls pueden causar daflo crénico o agudo cuando penetran en el sistema

y 6rganos y tejidos (22,23). Por ejemplo, M. penetrans,
M. fer ans. l\rl. h inis y M. p d. enlrar en una variedad de tejidos y
célul do y si émi Los My han mostrado una compleja

relacion con el slslcmn inmune, son muy efectivos para evadir la respuesta inmune del
hospedero y se ha visto un efecto sinérgico con otros agentes infecciosos (24).

Mycopl de per intracelular y evndlr ia deteccién por prucb-’ls de
Iaboratorio i 1 Y r d al por la variacién de Ia
superficie e imitacion ! lar. Como la infeccio istémica por Mycoplt no
eleva el clul bl Yy por lo tanto no causa alteraci en la Bi ria
hematica, es dificil su identifi i Al a4, a: A i A N
mycoplnsmnncns como v:rnles y las pruebns con nnncucrpos pueden resultar negativas en
estadios i 1 dc ln infecci La resp a de anticucrpos, puede no ser medible durante
una infeccién si por mycopl hasta que el paciente estid cerca de la muerte. Los
Mycoplasmas interactaan con el sistema linforeticular, como i ladores p

que § il compr 1a i idad lul. Qinfocitos T). Los indices de linfocitos T-
supresores (T8) pueden elevarse durante una mfeccn‘m por Mycoplasma ho

killers (T3) pueden disminuir durante la n-y; [ 1} La fi de las

naturales se deteriora como resultado de una infeccion sistémica por Mycop

e al

L.os Mycoplasmas ¢ para ser cultivades; :recen bien en condl iones

de gran altitud / baja presion, de otra manera el cultive puede r 1 0. Sélo la
chccuon en Cadena de Polimerasa (PCR) tamblén conocida como ampllf:ac-on de DNA es lo
5 ibl para d ar fo por A‘v-, P Una prueba de PCR

positiva confirma Ia pr del de My e infeccién activa (25-28).

BIOLOGIA MOLECULAR DE MYCOPLASMAS.

Los mycopl se di de otros procariotas por la ausencia de pared celular. Los
habitats naturales incluyen iferos, aves, reptil artrépodos, peces y plantas.
Los mycopl ¥ dos propiedades i ! elt del y la composi

de bases. De todos los or es, los mycopl. s
reportado, en algunos casos menos de 600 kilobases (kb). La composicién de bases del DNA
de mycopl es t bién excepci 1, ya que el contenido de G + C en algunas especies es
tan bajo como 25mol%. Otro aspecto interesante del DNA mycoplasmal es el uso de codones,
el TGA ¢s un codén de parada (stop) en la mayoria de los organismos, pero este codifica
triptéfano en gran parte de los mycoplasmas,
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Los mycoplasmas carecen de h vias imati caracteristicas de la mayoria de las
bacterias. Por ejemplo, carecen de vias para la produccién de pared celular y biosintesis de
nove de purinas, un ciclo funcional de icidos tricarboxilicos ¥y un sistema de transporte de
electrones mediado por citocromo.

Los mycopl parten un tro comun con las bacterias gram+, tales como bacilos,
1 bacil estafil y estreptococos. dc (nl manera, que las sefales de
expresion génica y muchos otros asp de 1a biologi son ilares a estas.

Estructura y Organizaciin del Genoma. Los l\rlolllcu(es posecn DNA circular de doble hebra
de 600 a 18300 kb, EI cromosoma de 580 kb del p Mycopl genitalium es
el mas pequeiio reportado.

Rec bi icn G tica. Quiza el aspecto mis remarcable de los mycoplasmas es que, no
obstante su limitada capacidad de :odlf:nclon. producen la maquinaria metabélica necesaria

para el crecimiento celular, evadir Jos mec de defi del hospedero, y sobrevivir en
por periodos ind: id Alg ¥ pucd invadir células eucariéticas y sobrevivir
intracclularmente.

Patogénesis Molecular. E) ataque de los mycopl a las células hospederas es pobremente
comprendido, no obstante, existe evid ia experi al que soporta la posibilidad dec
participacion de pr i que jueg: un papel en la citoadherencia. Muchas especies de

mycoplasmas tienen una alta frecuencia de variaciones en la producciéon de antigenos de
superficie (29).

Una propuesta comian es que las variaciones en las proteinas de superficiec de los
mycoplasmas, contribuyen a Ia pnlogenes:s de la enfermedad por permitir a Ia baclerln

sobrevi en diferentes nichos (trop lar) y/o por permlllr cl pe a los
de defensa dcl hucsped (evasién i ) En ¢ los mycopl
cr con un tej i de r bi ion y grandes familias de

genes capaces de gencrar extraordinarias proporciones de diversidad antigénica.

Fig. 8-Mycoplasma pneumoniae.
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PCR PARA DETECCION DE MYCOPLASMAS.

Se han realizado diversos dios que han probado la eficacia de la PCR para detecciéon
de distintas especies de my l Se ha calculado que dicha prueba tiene una sensibilidad
(deteccion de verdaderos positivas) de 86 a 96%, una especificidad (d ion de verdaderos

negativos) de 93 a 96%, valores predictivos positivos y negativos (probabilidad de resultados
correctos) de 73 a 86 y 97 a 99% respectivamente, y una exactitud (deteccién de verdaderos
positivos y verdaderos negativos) de 92 a 96% (30, 31).

Por lo anterior, ia PCR se idera actual el estand. de oro para la deteccion de
microorganismos como los mycoplasmas, que por su particularidad de poseer un genoma
pcqueﬂo y ser intracelular escapa a la deteccién mediante pruebas de reaccién con

anticuerpos o bien os

Comparative Sensitivities Time needed for
Methadalogy the campleticn of
Number ot cells { UNA (picograrns) | the assay

PCR 1-5 10-50 lday
Hybndization S0-100 250- 500 <-3sdays

Viral pap . 100-400 . _ 500-2000 . + 2-3days -
Culture ~ = | " . '>3,000 . © 500 - .. >I5days -
Agglutination | . 1000000 © | . 5000000 . | - . Minutes -~

Fig.9-Comparacién de bilidad y ti io para la identifi i6n de

agentes infecciosos por “diversos métodos.
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Fig. 10 Reaccién en C:ndcna de l’ollmernsn.
-PCR- ¢ i enla in
vitro de millones de copias de un segmento
especifico de ADN.

Se muestran los 3 principales pasos:
1)Desnaturalizaciéon

2)Alineamiento y

3)Extension,

determinados por temperaturas y tiempos
especificos.

V1. JUSTIFICACION.

PCR:: lemﬂmeﬁmn caction
E..,..Zz&*»“w T oo o 7 S

33 - 40 G len of ¥ vepe ¢

Stem 23

4% coviemtn 14 40

Mo g
Sresney 111

> o Tl - .
r%ﬁuw‘uuwvw\--y&,

1. La Esclerosis Lateral Amiotréfica es una enfermedad de etiologi: fisiop i
inciertas, por lo que se requiere reallzar i basi y clini que ayude a
establ una ion con otros f biolégi

i6n entre E

lerosis Lateral Amiotréfica e

2. Existen antecedentes claros de

infecciones causadas por diversos agentes infecciosos entre los que destacan virus y
bacterias tales como Mycoplasma sp. (1)

3. Las mfeccnoncs crénicas por virus o bacterias en ELA, constituyen una de Ias
principales teorias ctiolégi actuales de esta enfermedad (16-20).

4. En el anico estudio realizado sobre el tema, las caracteristi de la ra son
diferentes, ya que se incluyeron pacientes veteranos de guerra y civiles. En este
estudio tenemos una poblacién mis homogénea al tener sélo civiles, que son pacientes

P

d

d

de un Instituto esp

en enfer

15

neurolégicas.
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VII. HIPOTESIS.

“Los p con Esclerosis Lateral Amiotréfica Clini Definid. i una
proporcién signi i y de positividad a la prueba de PCR en suero para
Mycoplasma sp. en comparaciéon con sujetos sanos.

HIPOTESIS NULA:

*Los pacientes con ELA Clini definida No una proporcién significativamente
mayor de positividad a 1a prueba de PCR en suero para Mycoplasma sp. en comparacion con
sujetos sanos.

Viil. OBJETIVOS Y METAS.

1. Objetivo Principal: Determinar si los pacientes con ELA Clinicamente definida
muestran una proporcion significativamente mayor de positividad a la prucba de PCR
en suero para Mycoplasma sp. que los sujetos control.

2. Objetivos Secundarios:

a) Determinar si existe una asociacion entre PCR positivo para
Mycoplasma sp. y la severidad de Ia enfermedad, cuantificada
mediante Ia escala ALSFRS.

b) Determinar si existe una asociacién entre PCR positivo y tiempo de
evoluciéon de la enfermedad, cuantificada en meses.

c©) Determinar si existe una asociacion entre PCR positivo a
Mycoplasma sp. y tipo de presentacién de la enfermedad (Espinal o
Bulbar).
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IX. METODOLOGIA.

1), DISENO DEL ESTUDIO: Se realizé un estudio CASOS Y CONTROLES durante el
periodo de Noviembre 2001 a Noviembre de 2002 en el Instituto Nncmnnl de
Neurologia y Neurocirugia MVS, i yendo a 75 partici con las si

caracteristicas:

2) SUJETOS:

A) CRITERIOS DE INCLUSION PARA PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO.

A1) Pacientes con Esclerosis Lateral Amiotréfica Clinicamente Definida de acuerdo a
los criterios diagnésticos de “El Escorial™ World Federation of Neurology . -Presencia
de s-gnos de Neurona motora superior ¢ inferior en la region bulbar y en al menos dos

les o en tres regi inales-. (12) n= 20 pacientes.
"Lns edades deben ﬂu:(uar entre 18 a 65 afos.
P di dos con apoyo en estudios de Electrofisiologia (EMG y VCN) y

Neurcimagen (IRM de unién craneo-cervical) que descarten la presencia de otros
procesos como causantes de los sintomas, de acucerdo al mismo criterio
diagndstico(12).

“No hay limite en ¢l tiempo de evolucién del d

A2) Sujetos Control: Clinicamente sanos, 1os cuales seran pnreados de a:uerdo a edad

y sexo, y que se obtuvieron del personal del [ C dé y ad rativos).
n= 55 controles.

B) CRITERIOS DE EXCLUSION PARA PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO.

1. Pacientes con ELA Familiar.

2. Pacientes con Complejo ELA-Parkinson-Demencia.

3. Pacientes con ELA de posible origen paraneoplasico o toxico (Plomo, Mercurio).

4. Pacientes con infeccién por VIH, SIDA.

5. Pacientes con ELA clini definida que pr algan proceso séptico
activo, probado por clini di de laboratorio y gabinete, tales como

Yy
neumonia intra o extrahospitalaria, IVU, vulvovaginitis, gastroenteritis, etc.
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3. MEDICIONES:

Variables: Tipo de Variable: Instrumento:
*Mycoplasma sp. Nominal PCR

*ELA Nominal Criterios Clinicos (12)
~*Sexo Nominal Cuestionari

*Edad Numérica Cuestionario
*Severidad Cuasinumérica ALSFRS

*Tiempo de evolucién Numérica Expediente

*Tipo de presentacién Nominal Expediente

4. PROCEDIMIENTOS:

A) Toma de Muestras: Se extrajeron 5 a 10c¢c de sangre venosa en
cada uno de los pacientes con ELA y controles sanos (previa
firma de carta de consentimiento informado) —Anexo 2- los
cuales se colocaron en tubos de vidrio con EDTA y sc llevaron
personalimnente al departamento de Neurocinmunologia del
INNN, donde se pr on para la reali i6n de la PCR.

B) Recursos Utilizados:

1. Humanos: Personal de Neurologia Clinica del INNN.
Personal de Neurcinmunologia

2. Fisicos: (Area, Equipo): Se cuenta con las sreas de CE Y Ppiso de
Neurologia Clinica del INNN para 1a valoracién y estudio de los pacientes.
Se cuenta ademis con el laboratorio de Neurcinmunologia del INNN para
Ia realizacién de extracciéon de DNA de las muestras sanguineas y prucha
de PCR para d ion de My 1 sp.

TESIS CON
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3. Financieros: (Materiales, Sustancias):
Mycoplasma Plus PCR Primer Set cve. 302008 Stratagene.
Distribuidor: Quimica Val . S. A.deC. V.

Mycoplasmafius PCR Primer Set

Primer design permits higher annealing temperatures, reducing spurious bands from contaminants,
Contains: Mycoplasma Plus PCR primers, Positive cantrol, Internal control, StrataClean'™ resin, Rehydration

buffer
N/7A

100 determinations and 20 positive controls 302008 -

C) Descripcion de 1a técnica de extraccion de DNA y Reaccién en
Cadena de la Polimerasa.

*Separaciéon de células Mononucleares.

Las células Mononucleares (CM) se separaron por centrifugacién durante 20 minutos a 2000
rpm en gradiente con ficol 2ml por cada Sml de sangre periférica. Se tomé la interfase, se
centrifugo 5 minutos a 10,000 rpm, se colecté el botén, se lavé con PBS y se congelé hasta la
extraccion de DNA.

*Extracciéon de DNA:

Se r pendié ¢l de célul leares en 886 pl de NaCl SmM, se le adicioné
46nl de SDS al IO"/o y se mezclé fuertemente (vortex) por 5 minutos, se le agregé 308ul de
NaCl saturado (7M) y se centrifugo por 20 minutos a 11,000 rpm. Se colecté el sobrenadante y
se lavo comn: fenol snturado. fenol — cloroformo — alcohel isoamilico y cloroformo alcohol
i ilico ind v/v se centrifugo por 10 minutos a 11,000 rpm en cada caso. Se
precipito el DN:\ con un volumen de isopropanol, se centrifugo 15 minutos a 11,000 rpm y se
lavé con etano al 70% dos veces, se dejo sccar a tempernluru ambiente Y se disolvié en 100ul
de agua estéril. Se c ificé por esp ria a ¥ se corrié en geles de agarosa
al 2% para determinar su calidad.
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~Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La amplificacién por PCR fue realizada con una mezcla de 0.5 mM MgCl, 200uM dNTP's,
0.2uM primer, 1 unidad Taq polimerasa y 0.6ug de DNA, fue cubierta con 50u] de aceite
vegetal. Los primer para Mycoplasma y el control positive se obtuvieron del kit comercial
Mycopllasma Plus PCR primcr Set N° de catilogo 302008 de Stratagence. Se utilizé DNA de
I\Iy:oplasmn purificado como control posnlvo de amplll’icacmn. Las muestr tanto de
pacientes como de controles fueron pr de a ciega.

Para corroborar la integridad del DNA se utilizé el pen p-globina cuya secuencia es
ACACAACTGTGTTCACTAGC (nucledtidos 180-199) y GGAAAATAGACCAATAGGCTG

(nucledtidos $30-310). Cuarenta ciclos de amplnl’cacmn fueron realizadoes en un
termociclador (Eppendorf master cycler 5330) en las si peraturas: 94° C
[C] urali ion), S0° C (ali i6n) y 72° C extensién por 1,1y 2 i

Previamente se realizé un ciclo a las mismas temperaturas pero dnl’erentes uempos (dos
minutos para cada uno). Para el gen pB- globmn fueron 23 ciclos a las condiciones arriba
mencionadas e¢xcepto la peratura de i6n que fue de 58° C. Para controlar la
contaminacion se incluyé agua como control negativo.
Los productos de la PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 2% corrido por 1 hr. a
100 V en TBE IX y teilido con bromuro de cthidium.

Soluciones de trabajo:

NaCl mM (0.29 g de NaCl en 100 ml de agua)

SDS 10 % (10 g en 100 ml de agua)

NaCl saturado 7M (408 g en 1,000 ml)

Fenol saturado (300 MI de fenol 200 mi de agua, 2 mi -mercaptoctanol, 2 ml de tris-HCl
2M pH 8.0 S00 my de 8 hidroxiquinolecina, 292.5 pl de NaOH 10 N)
Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1)

Cloroformo alcohol isiamilico (24:1)

Isopropanol

Etanol 70% (70 mi de alcohol y 30 ml de agua)

WA AWNm
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SINGLE MYCOPLABMA DNA COPY
Do DNA TARQET

LVenaturatisn ana
premer annealing

primer

* .. primer

l Polymerization l
‘ Denaturation ang
primer annealing

b b4

FOUR MYLIPLASMA ONACOPES

Fig.11-Secuencia en la PCR e incr ex| ial en el no o
global de copias sintetizadas.

D) Escala ALSFRS: A los pacientes con ELA se les aplicé la
Escala ALSFRS (The Amyotrophic Lateral Sclerosis
Functional Rating Scale) para er su fi i lidad al
momento de ser enrolados en el estudio. Esta escala valora
actividades de la vida diaria, 10 aspectos con una
puntuaciéon del 0 al 4 cada uno, siendo 0 la mayor afectacion
y 4 normal. ~Anexo 3- (32).
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S5.ANALISIS DE DATOS:

Para el anilisis de datos, se uhhzo el programa ml’ormiuco SPSS 10.0, realizando Estadistica
Descriptiva y se usaron las si pruebas

N~

w

Kol Smirnov: Para li Ia distrib de variables.

Chi cundradn de Pearson: Para verificar si existe diferencia significativa en sexo entre
casos y controles.
Prueba exacta de Fisher: Para medir signifi i disti en positividad a la
pruebn de PCR para Mycoplnsma sp. entre casos y controles, asi como para verificar
si existe si i entre tipo de presentacion de la enl‘ermednd {(espinal o
builbar) y pOSIlIVId:ld a Ia prueba de PCR para Mycopl sp.en p con ELA.
T de student: Para conocer si hay diferencia significativa en ednd entre casos Y
controles y para conocer si existe diferencia significativa entre la puntuacién de la
escala ALSFRS y positividad a la prueba de PCR para My sp. en §

con ELA.

Prueba de Mann-Whitney: Para saber si existe diferencia significativa entre el tiempo
de evolucién de la enfermedad y positividad a Ia prucba de PCR para Mycoplasma sp.
Anilisis Estratificado de NMantel-Haenszel: Para controlar ¢l efecto de la variable

confusora edad.

. CONSIDERACIONES ETICAS,

Tanto en los pacientes con ELA y en los controles sanos, se llevé a cabo la extraccién de
sangre venosa (S a lOcc) por medio de lecmcu estéril, previa firma de carta de consentimiento
informada. Se explicé clar a los que es un procedimiento de bajo riesgo que
s6lo tendria como complicacién dolor en el sitio de puncién; que se trata de un proyecto de
investigacién sin costo para él y que los resultados que se obtengan podrian no ser dtiles para
¢l tratamiento de su enfermedad y que puede negarse a participar sin consecuencias en su
atencion en este Instituto. — Anexo 2-.
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XI. RESULTADOS.

1. ASOCIACION ENTRE ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA Y
MYCOPLASMA.

A) Caracteristicas Epidemiolégicas:

Se incluyeron 20 pacientes con ELA con un rango de edad entre 35 y 82 afios y una media de
52.5 aflos; 55 sujetos control con un rango de edad entre 35 y 60 afios y una media de 44.1
afios. Se realizaron pruebas de normalidad para conocer la distribuciéon de variables. La
curva de distribucién de las edades de casos y controles es normal.

Se realizé 1a prucba T de d para c parar las edades entre grupaos, encontrando
una desviacion estiandar de 11.08 para los casos y 6.28 para los controles, lo cual resulta en
una diferencia significativa (p=.004).

b

En cuanto al sexo de los pnrllcnpnnlcs. se incluyeron en Jos casos 12 hombres y 8 mujcres (60

y 40% resp ) as que en los controles tenemos 29 hombres y 26 mujeres
(52.7 y 47.3% rcspcchvnmen(c) Con l:l pruehn de Chi cuadrada de Pearson, se obticne que
no hay difercencia estadi iva en sexo entre casos y controles (p=. 576).

B) Resultado de PCR para Mycopl sp. en paci con ELA y controles sanos.

Después de realizar dicha prueba, se obtuvieron los siguientes resultados:

En los pacientes con ELA, 10 pacientes resultaron positivos (50%) y 10 negativos (50%),
mientras que en los controles, tenemos 6 paclenles poslhvos (10.91 Vo) Yy 49 negativos (89.09%),
y al aplicar la prueba exacta de Fisher, se obti distica (p= .001).

ALl calcular el riesgo estimado, se obtiene una OR de 8.167 (95%IC 2.4 — 27.6), lo cual indica
que ¢l riesgo a padecer ELA siendo positivo a In prueba de PCR para Mycoplasma sp. es 8:1
{ver Tabia 1).

PP

En un momento dado, se puede aseverar. que In diferencia iva en el r Itado de
PCR para Mycoplasma sp., pudi estar infl da por las diferencias de edad entre casos
y controles. Para controlar la influencia de Ia variable —edad-, se realizé un Anilisis
Estratificado. Calcul Ia di. de edad para los sujetos del estudio, y se obtuvo 45, por
lo cual formamos 2 estratos, 1 conformado por sujetos de 45 afios o mayores (n=30) y otro con
sujetos de 34 ailos 6 menores (n=35).
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En el grupo 1 se 6 una p significativa de .029 (Pba. exacln de Fisher) y un OR de 5.5
(IC 95% 1.2 — 24.5). En ¢l grupo 2, se 6 una p iva de .026 y un OR de 13. S
(IC 95% 1.5 — 115.9). Finalmente, calculamos ¢ OR ponderado di el do de M

— Haenszel y lo encontramos en 7.08, por lo cual esta es nuestra medida final de asociacion
entre ELA y PCR+.

Con esto se demuestra que €n ambos grupos de edad, se conserva la significancia estadistica y
por lo tanto que la diferencia de edades entre casos y controles no anula la asociacion
encontrada entre ELA y PCR+.

AT
RIABLES EPIDEMIOLOGICAS EN
PACIENTES CON ELA YV SUJIETOS
CONTROL
CECITN TN v N
e [ e Terceg e * T o427
S Taiae | arsaen
I BRI ) o
e «aweisin
v SENO 1200 ei<3 Ty "o
— Mase
[ Ny
% SENE? Fem Keam ECTF U T — p——— pr—
= N %)

*= Prueba exacta de Fisher
= Prueba T de student
= Prueba Chi cuadrada de Pearson.
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2. RELACION ENTRE MYCOPLASMA Y SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD.

A todos los pacientes con ELA, se les aplicé Ia escala funcional ALSFRS, que mide el
grado de afectacién, do en a actividades de la vida cotidiana, 10 items,
graduados del 0 al 4, siendo O la mayor afectaciéon y 4 normal. Dividimos a los
picientes en 2 grupos, los positivos y los negativos a la prueba de PCR p
Mycoplasmma sp.. con el fin de encontrar una relaciéon entre severidad de Ia
enfermedad y la pr ia de Mycopl sp. En el grupo negativo a la prueba (10
ntes —5S0%-), se obtuvo una media de puntuaciéon de Ia ALSFRS de 21.7,
tras que en el grupo positivo, Ia media es de 19.2. Al aplicar la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, hallamos que la distribucion de ambas poblaciones es normal
Al aplicar In pruecba T de student, encontramos que no hay diferencia significativa
entre ambos grupos (p=.512). Lo anterior. nos muestra que Ia severidad de Ia
enfermedad no influye en el resultado de positividad a la prueba de PCR para
Mycoplasma sp. (ver Tabla 2).

3. RELACION ENTRE MYCOPLASMA Y TIEMPO DE EVOLUCION DE LA
ENFERMEDAD.

También se tomaron en consideracion los dos grupos anteriores, positives y negativos
a la prueba de PCR para Mycoplasma sp., analizando el tiempo de evoluciéon de Ia
enfermedad. Los negativos a la prucba, tuvieron una media de 27.7 meses, mientras
que los positivos observaron una media de 34.0 meses. El test de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov, mostré una distribucién anormal (p=.032 para los negativos y
p=.001 para los positivos). Por lo anterior, se realizé prucba de Mann-Whitney,
obteniendo una p=.684, lo que indica que no hay significancia estadistica y que el
tiempo de evolucién de la enfermedad no determina la positividad a PCR para
Mycoplasma sp. (ver Tabla 2).
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4. RELACION ENTRE MYCOPLASMA Y TIPO DE PRESENTACION DE LA~
ENFERMEDAD.

Al considerar también los 2 grupos., positivos y negauvos, se traté de relacionar este
resuliado a 1 prucha con el tipo de presentacién o inicio de Ia enfermedad, en dos
categorias, inicio Espinal e inicio Bulbar. De los 20 pacientes, 15 tuvieron inicio
espinal (75%). 8 negativos y 7 positivos a PCR;: y 5 inicio bulbar (25%), 2 negativos v
3 positiveos a2 PCR. Con Ia prueba exacta de Fisher, no se obtuvo significan
estadistica (p=1.0), lo cual muestra que no existe relaciéon entre el tipo de presentaciéon
de Ia enfermedad y positividad a la prueba de PCR para Mycoplasma sp. (ver. Tabla
2).

NEGATIVO POSITIVO P
217 1.2 5128
27.7 340 GR4
8 (30%3) 7 (357%) 1.0°
Dulbar, N (*%) 2 (10%) 3(15%) 1.0
- Sstcal Schuresia s ienal Fatiag Scul

"= Prueba T de student.
= Mann-Whitney U.
= Prucba exacta de Fisher.

T
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PRODUCTOS DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Praductn de PUR pacientes con ELA ¥ primer de MY COPLASMA

Producta d¢ PCR pacicntes con ELA y primer de MYCOPLASMA  1hr bromuro

Fig. 12 Producto de PCR para Mycoplasma sp. en pacientes con ELA

PACIENTES CON ELA

pb + 1 2 3 4 5 6 7

Producto de PCR de gon de Mycoplasma cn el de agarosa ol

| 2%

Fig. 13 En gel de agarosa se vi liza el pr

de PCR del gen de Mycoplasma sp.
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PACIENTES CON ELA

Producto de PCR del gen de globina an gel de agarosa al 2%

Fig. 14 Se muestra el producto de PCR del gen de B-globina en pacientes con ELA.

Producta de PCR con primer de -glabina

PO 1 3 3 4 3 a7 R % a0ty

Producto de PCR con primer de Mycoplasma

Fig. 15 Se demuestra la correcta extraccion de DNA de las tras de p con
ELA, el producto de PCR con primer de 3-globina y el producto de PCR con primer
de Mycoplasma sp.




X1I. DISCUSION.

Los r Itad b idos con este dio de casos y controles son ampliamente demostrativos
de que existe una iacién entre la infeccién crénica por Mycoplasma sp. y la Esclerosis
Lateral Amiotréfica. Al igual que en otras enfermedades crénicas y degenerativas como Ia
Avrtritis reumatoide, el Sindrome de fx!lgz crénica, fibromialgia, etc. (28), en la ELA parece
haber una relacion estrecha con la ia de o tales como Mycoplasma sp-

En un estudio piloto realizado con anterioridad en Huntington Beach, California por Nicolson
¥ cols. (1) se mostré dicha asociacidén, sin embargo existen varias diferencias con nuestro
estudio. En primer lugar, en el estudio de Nicolson se tomaron 2 poblaciones diferentes de
pncuentc; con ELA, civiles y veteranos de guerra (guerra del Golfo Pérsico), siendo Ia
exp i6n o otras regi de d y en di adversas de supervivencia como lo es
un conflicto bélico, un iologi de ideraciéon y posible factor de sesgo.
En segundo lugar, aunque los rcsullndos de nmbos estudios son muy similares, difieren en
porcentajes, ya que en el estudio mencionado 83% de los pacientes con ELA y <9% de los
controles fueron positivos a la PCR para Mycoplasma, mientras que nosotros obtuvimos un
S50% en los pacicentes y 10.9% en los controles. En ambos estudios se obtuvo 13 misma
ig i estadistica (p= .001).

Una limitante de nuestro estudio., fue Ia falta de dlferenuac-dn entres especlcs de

Mycoplasma. S:lbemos que las principal pecies de Mycopl parael h e
son: feri tans, h inis y itali 29). EI factor que limité nuestro
estudio fue el no contar con la enzum:n de restriccién Sau3Al, una enzima capaz de diferenciar
entre el DNA de las disti de Mycopl Hubiera sido intcresante conocer la
pred in entre peci de Mycopl. en a poblacién de sujetos positives y
hacer una comparacion entre los casos de ELA y los controles.

Son importantes los sigui fend lizad en este estudio. La relacién entre
positividad 2 Ia prueba de PCR para Mycoplasma sp. y el estado fi i I de los paci

que se cuantificé por medio de la escala ALSFRS; el tiempo de evoluciéon de Ja enfermedad
cuantificado en meses y ¢l tipo de presentacion de la enfermedad (espinal o bulbar).

- PO

En cuanto al primer punto, no hallamos relacién estadi iva entre Ia
puntuaciéon obtenida en la escala y la positividad a la PCR, lo cual mdi a que el grado de
afectacion del paciente no determina el pr ar o no el fené Mycoplasma y por lo tanto
no afecta la asociacion hallada.

De forma aloga, no se ré diferencia signifi iva entre tiempo de Jucion de Ia

enfermedad y positividad a la PCR para Mycoplasma sp., por lo que concluimos que tanto los
pacientes con corta y larga evol on estin por igual a presentar 1a asociacién con
1a infeccidén cronica de Mycoplasma,
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Por ule t influye el tipo de presemacn‘m de la enfermedad. el 75"/.. de nuestros
pacientes con ELA tuvieron presentacién espinal y'el 25% r bulbar, tal y
como se describe en la literatura mundial (6,7, 8). No se hallé dlferencm significativa entre

positividad a la PCR y tipo de presentacion.

Todo lo anterior, sugiere que la asocincién hallada entre l\rlycopl:lsma sp. y Ia Esclerosis

Lateral Amiotréfica, no distingue al wvariable P que pudiera tener Ia
enfermedad. es decir, no dlscrlmlna la heter idad clini bien ida en la ELA. Por
ello, deb de catal el fe Mycoplasma-ELA como una asociacién homogénea

digna de investigarse mais a fondo. Por otro lado. cabe mencionar que no se puede atribuir la
presencia de Mycoplasma en mayor proporcion en los enfermos de ELA que en los controles
por cuestiones estacionales o de tiempo, ya que la toma de muestras se realizé en las mismas
épocas del ajic en ambos grupos. El factor lugar también debe (omnrse en cuenta, pero
priacticamente todos los particip del dio per a id urb por lo
tanto dichos factores no influencian los resultados del estudio.

Los Mycopl pued daito al slslemn nervnoso central por wvarios posibles
i como prod ion de super anormal de citocinas como la
mll:rlcucmn--. generacién de radicales téxicos de oxigeno, lesion de diversos érganos e
5n de apoy is -muerte celular programada- (1). Todos los mecanismos anteriores,
serian favorecidos por la muy efectiva evasion de la resp del hospedero y el
sinergismo con otros agentes infecciosos. Por tal motivo, es menester realizar mas

investigacién bdsica para en sus asp mas intimos tales Yy

No se pucde determinar con este tipo de diseiio si existe una relacién causa — efecto, sélo
podemos probar, como ya se menuono. una asociaciéon. Hacen falta mais estudios, de

imi; o y de in i6 i para el papel exacto de los patégenos
intracelulares y las respuestas inmunitarias que despiertan en el hospedero para Ia

produccién de enfermedades degenerativas.
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-ANEXO 1-

EL ESCORIAL. FEDERACION MUNDIAL DE NEUROLOGIA
CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA ELA (12).
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° - ANEXO 2-

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
PROTOCOLO No. 23/01
DETERMINACION DE INFECCIONES SISTEMICAS POR MYCOPLASMA EN
PACIENTES CON ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA.
EXTRACCION DE SANGRE VENOSA.

Por fio de Ia pr icip en este proyecto de lnvcstlgnclon y autorizo a los
mVeshgndores a extraerme 5 a lOcc de sangre venosa., con el previo conocimiento de los
rlcsgos del procedimiento. asi como los fines de la investigacion y uso de las muestras. Esloy

que los resulitados de dichos estudios podrian no ser itiles para el tratamiento de mi
enfernu:d:ld.

Nombre y Edad del Participante:
Direccion y teléfono:
Fecha de toma de la muestra:

Firma del participante:
Firma del investigador:
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-ANEXO 3-

Cedarbaum J. Archives of Neurology. 1996 Feb 53(2):141-7.
The Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional
Rating Scale (ALSFRS)

Assessment of activities of daily living in patients with amyotrophic lateral sclerosis. The
ALS CNTF treatment study (ACTS) phase I-11 Study Group.

L J
1. Comparisons are made with the patient's status prior to the onset of the disease,
not with status of the last visit.
1. Patient's response (on a 5-point scale) is recorded in relation to the question
"How are you doing at (...)?" for each of 10 functions listed in the ALSFRS.

a. Speech
4 _f'Normal speech processes )
3 i{Detectable speech disturbances
2 ... Intelligible with repeating .
1 Speech combined with nonvocal communication
O ‘ILoss of useful speech
b. Salivation
Normal

Slight but definite excess of saliva in mouth; may have nightime drooling
iIModerately excessive saliva; may have minimal drooling
Marked excess of saliva with some drooling

.Marked drooling; requires constant tissue or handkerchief

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




c. Swallowing
Normal _eating habits
Early eating problems - occasional chokmg
Dietary consistency changes
Needs supplemental tube feeding )
JNFPO (exclusively parenteral or enteral feeding)

= ENEWTR

d. Handwriting
ormal
Slow or sloppy, all words are Ieg|ble
Not all words are legible
ble to grip pen but unable to wnte
{{Unable to grip pen ]

de] u-}vu WIEE

e. Cutting Food and Handling Utensils
(patients without gastrostomy)

. JNormal

3 i{Somewhat slow and clumsy, but no help needed .

2 Can cut most foods, although clumsy and slow; some help needed
n ilIFood must be cut by someone, but can still feed slowly

(o] |Needs to be fed
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Cutting Food and Handling Utensils (alternate

scale for patients with gastrostomy

4 ‘Normal e S e
3 [Clumsy but able to perform all manipulcations independently
2 |Some help needed with closures and fasteners

1 {[Provides minimal assistance to caregiver

Q....../Unable to perform any aspect of task

f. Dressing and Hygiene

Normal function

Independent and complete self-care with effort ofdccréa;ed efficiency v

Intermittent assistance or substitute methods

OimiNiWih

Needs attendant for self-care

{Total dependence

gLcl

ng in Bed and Adjusting Bed Clothes

4 .. Normal _ .

43 }Somewhat slow and clumsy. but no help needed .
i2 :iCan turn alone or adjust sheets, but with great difficulty
i1 #Can initiate, but not turn or adjust sheets alone
{0, . iHelpless
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h. Walking

i{Normal

Early ambulation difficulties

_i[Walks with assistance

_{{Nonambulatory functional movement

_}iNo purposeful leg movement

4

3 H

2 :iMild unsteadiness or fatigue
1 _i{Needs assistance

0 iCannot do

J. Breathing

Normal

Shortness of breath with minimal exertion (e.g. walking, talking) '

iShortness of breath at rest

O—ENEW] &

ilntermittent (e.g. nocturnal) ventilatory assistance

IVentilator dependent
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