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pulmonis y M. capricolum, 72hr antes de realizarse la prueba

Figura 8. Grafica que representa las variaciones en los titulos de
anticuerpos especificos en ratones Balb/c en diferentes etapas de la
infeccion con M. pulmonis y ratones inoculados con suspensiones
enriquecidas de membranas de M. pulmonisy M capricolum

Figura 9. Histograma que representa los porcentajes de células
formadoras de Rosetas "E” en ratones Balb/c machos con 10 dias de
infeccion con M. pu/moris y animales inoculados con membranas de
M. puimonis y M. capricolum.

Figura 10. Grafica que representa la transformacion blastoide de
finfocitos de bazo de ratones Balb/c sanos expuestos a diferentes
cantidades de suspensidn enriquecida de membranas de M.
capricolum calculadas de acuerdo a su contenido proteico.
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Figura 11.Grafica que representa los valores obtenidos en la prueba
de hipersensibilidad retardada (DTH) realizada en cojinete plantar de
ratones Balb/c

Figura 12 Grafica que representa las vartaciones de la concentracion
en suero de IL-4 en diferentes etapas durante la infeccion de ratones
Batb/c con M puimoris

Figura 13 Grafica que representa las vanaciones de la concentracion
en suero de IFN-y en diferentes etapas durante la infecoon de
ratomes Balb/c con M pulmorus

Figura 14 Grafica que representa la comparacion en las vanaciones
de la concentracion de IL-4 e [FN-y en suero de animales en
diferentes etapas de 1a infeccion con A pulmorns

Figura1s Histograma que representa 1os valores de 1a
transformacion blastoide de suspensiones de celulas

Figura 16 Grafica que representa las vanaciones en la incorporacion
de umidina tritiada de células de bazo de ratones Balb/c en
diferentes etapas de ja infeccion con M pulmoms - Los mutdgenos
utihzados fueron una suspension  ennguecida de membrana
(medidas por su contermido proténco) v la PHA (1.g/pozo)

Figura 17.Grafica que muestra las vanaciones en los porcentajes de
las célutas CD8+ en tmo, calculadas utihzando ctometria de flujo y
anticuerpos antu-CD- fluorescemnado y anti-CD8 rodaminadoe

Figura 18 Grafica que muestra las vanaciones en los porcentajes de
tas células CD4+ en timo. caiculadas utihzandc citometria de flujo y
anticuerpos anti-CD4 tlucresceinado y ant-CD& rodaminado

Figura 19 Grafica que muestra las vanaciones en los porcentajes de
tas ceélulas doble positivas (CD8+ y CD4+) en tmo calculadas
utilizando citometria de flujo y anticuerpes anti-CD4 fluoresceinado y
anti-CD8 rodaminado

Figura 20.Valores de porcentajes de celulas CD<4+ y CD8+ en umo
de animales en diferentes etapas de la infecaén con M puimoris
Figura 21. Grafica que muestra las vanaciones en los porcentajes de
las células CD8+ en sangre calculadas utiizando citometria de flujo y
anticuerpos anti-CD4 fluorescetnado y anti-CDE8 rodaminado

Figura 22. Grafica que muestra las variaciones en los porcentajes de
las células CD4+ en sangre calculadas utihzando citometria de flujo y
anticuerpos anti-CD4 fluoresceinado y anti-CD8 rodaminado

Figura 23.Comparacién en las vanaciones de ios porcentajes de
céiulas CD4+ y CD8+ en sangre de animales en diferentes etapas de
la infeccion con M. pulrmorus

Figura 24. Grafica que muestra las variaciones en los porcentajes de
las células CD8+ en bazo calculadas utiizando citometria de flujo y
anticuerpos anti-CD4 fluaresceinado y anti-CD8 rodaminado.
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Figura 25 Grafica que muestra las vanaciones en los porcentajes de
tas células CD4+ en bazo calculadas utihzando citometria de flujo y
anticuerpos anti-CD4 fluocrescemado y anti-C0D8 rodaminado

Figura 26.Comparacién en las vanaciones de los porcentajes de
células CD4+ y CD8+ en bazo de animales en diferentes etapas de
la infeccion con M. pulmorns

Figura 27. Vvalores de la relacion entre células CDA4+/CD8+ en timo,
sangre perifénca y bazo de animales infectados con M pulmorns, en
diferentes etapas de la infeccion

Figura 28 Histograma que representa la incorporacion de tirmudina
tntuada de suspensiones ennquecidas de infocitos B estmulados con
diferentes productos
Figura 29 Histograma que representa la mncorporacion de Tumidina
tritiada de suspensiones enrnquecidas de infocitos T estimulados con
diferentes productos

Figura 30.Histograma que representa la incorporacion de Timidina
tritiada de suspensiones enriquecidas de linfocitos T incubados con
células adherentes y estimulados con diferentes productos

Figura 31.Histograma que representa los valores de IL-4 e IFN-y de
sobrenadantes de cultvo de celulas de bazo de animales sanos
estimuladas con diferentes productos

Figura 32 Histograma que representa los valores de IL-4 e IFN-v de
sobrenadantes de cultivo de células de bazo de animales infectados
estimuladas con diferentes productos

Figura 33 Fotografia que muestra un corte de pulman de ratones
Balb/c sanos teftido con hematoxihina-eosina (100x)

Figura 34. Fotografias que muestran corte de pulmon de ratones
Balb/c infectados tenido con hematoxihina-eosina (100x;

Figura 35. Fotografia que muestra un corte de bazo de ratones
Baib/c sanos tefiido con hematoxilina-eosina (100x)

Figura 36. Fotografias que muestran corte de bazo de ratones Balb/c
infectados tefido con hematoxilina-eosina (100x)

Figura 37. Fotografia que muestra un corle de timo de ratones Balb/c
sanos tefido con hematoxilina-eosina (100x)

Figura 38. Fotografias que muestran corte de timo de ratones Balb/c
infectados tefiido con hematoxilina-eosina (100x).
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V. RESUMEN
Desde hace muchos anos es reconocida in capacidad que tienen los Micoplasmas
de afectar en diferentes formas al Sistema Inmune (St) de! hospedero En el presente
trabajo se realizaron expermentos con el fin de entender los mecanismos de estos
efectos sobre el S! E! analsis general ds los resultados de ia prmera parte del trabsjo
un periodo de liempa cofto.

mostrd una infeccron persistente
evidencitando una disfuncion general del sistema inmune. con varnacion muy notable en

que no se roesolvio en
todos los fendémenos evaluados En 1a segunda parte se encontro que aproximadamente
a partir det dia 38 de infeccian se presentaron cambios impertantes en los porcentajes de
las subpoblaciones de linfocitos T. comncidentente 1os niveles de interieucimas cambiaron
en el dia 10 para el IFN-y y en el dia 15 para la IL-4. en el primer caso a partr del dia 15
se produjo un descenso en su Concentracion en suero que se mantuvo por debajo de los
controles durante el tiempo que duro la infeccion La prueba de DTH mostré una reaccian
menor en los animales tratados que los controles durante todo el periode de infecaion,

observandose una recuperacion en el dia 30, pero disnunuyendo aun mas para el dia 40
En cuanto a las membranas. estas mostraron ser mitogemcas para céulalas B y
aparentemente en mucho menor proporcion interteucinas

secretados por linfocitos de bazo de animales infectados y no infectados estimulados con

para T. y los niveles de

preparados membranales de AMycoplasma presentaron un aumento en los niveles de IL-4,
de anmimales infectados. aun estimulados  con

el caso de los linfocitos
IL-4. En Ics estudios histologicos

y en
fitohemaglutinina mostraron niveles aumentados de
realizados a los animales infectados, se encontraron en pulmon lesiones caracteristicas
de Micoplasmas, en bazo se observé una disminucién aparente de la cantidad de foliculos
presentes y en timo, la meédula ocupo un 50% del espacio observado. Bajo estos hechos
es posible éstablecer que hay claros indicios de que los Aficop/asmas modulan la
respuésta inmune de los ratones controlando de alguna manera la actividad de las
subpoblaciones Th, y Th:, llevando al animal a un eéstado de descontrol inmunoliégico. que
sin embargo los resultados que aqui se

microorganismo  sobrevivir,
inmunosupresor) no es

le permite al
fencmeno (que tende a ser

presentan muestran que este
sostenido, y el animal se recupera durante una etapa de la infeccion para después volver

a ser inmunosuprimido. en una secuencia de eventos de tipo recurrente que da una
explicacion al fenémeno de cronicidad que es caracteristico de la enfermedad causada

por este microorganismo.
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V1. SUMMARY

Experiments were performed to understand the mechanisms of the Mycoplasma
effects on the immune system.The general analysis of the resuits on the first pan of this
work showed a chronic infection with evidence of a general dysfunction of the \mmune

system. The second part showed imporntant changes on the percentages of T cells
subpopulations from different organs (thymius, blood and spieen) of infected animals. at
the same time there were changes on interleukin-4 interteukin-10 and v-ainterferon

Delayed type hypersensitivity test showed a minor reaction in infected ammals than the
non-infected controls on different stages of the infection. follovwing the changes of the

cytokines tested in serum Membranes preparations from A pulmoms and M caoncolum
showed mitogenic activity for B cells and in less degree for T cells. in vitro stimulation of T
celis with these membranes

lead to the production of high levels of 1L-4. With the

information of this work, it is possible to establish that Mycoplasma infection modulates
the immune response, controlling the activity of T., and T.; cells subpopulatons, these
effects allow the microorganisms to survive Ewvidence shows thatl the amimal’s mmune

system recovers and fall again into supression. This could be the explanaton of the
chronicity of this disease.
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1.- INTRODUCCION

1.1. CONCEPTOS GENERALES.

Los Micoplasmas son agentes infecciosos conocidos desde hace mucho tiempo
bajo la denominacion de grupo de C“pleuropneumonta-hke-organisms”  (PPLO).
organismos semejantes a los que provocan la pleuroneumonia. y capaces de originar

enfermedades en el hombre y animales Se consideran ante todo como agentes
causales de neumonia atipica primana en el humano, de una fanngitis exudativa en el
hombre:. asi como de i pleuroncumeonia mfecciosa de los bovinos, de la agalactia
infecciosa de l1a ovepd y cabra, de neumonia, serosiis y artnhs del cerdo,. enfermedad
respiratoria cronica y sinowvitis infecciosa de las aves., y neumonia de los roedores y
recientemente en infeccrones renales de pacientes con HIV de {os cuales han se han
aislado nuevas especies con crecimuento mntracelular (Lo, 1989) Es caracteristico de los

Micoplasmas segun varos investgadores (Barde y col ., 1979), que las cepas patogenas
que se hallan latentes en hospederos solo sean capaces de provocar la apancion de
fa accion de

enfermedad cuando la resistencia del hospedero resulta disrunwida por

factores de diversa naturaleza Los AfYcoplasmas pueden encontrarse en estado saprofito

en el suelo y en las aguas residuales
Los Micoplasmas se diferencian claramente de otras bacterias y 10s virus por las

siguientes caracteristicas-

1. Capacidad de reproduccidn en medios exentos de ceélulas y con deterrrunadas
sustancias nutricionales

2. Tamano entre 125 y 250 nm.

3. Crecimiento en colonias de forma y tamafo caracteristico sobre mecios solidos.

4. Multiplicacion en red de filamentos por medio de corpusculos elementales cocoides.

5

Muttiplicidad de formas, como consecuencia de la falta de una sustancia consistente

que forme la pared celular
Facultad de atravesar los filtros con poro de 0.45 um y manlener su capacidad de

reproduccion
7. Resistencia a la penicithna y acetato de talio.

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

proporcion que las células eucariotes
Estos geéermenes son inmdviles, carentes de esporas, por o general aerobios

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



necesidades nutricionales (colesterol, esteroides, etc.). En lo referente a sus propiedades
bioquimicas y serologicas. se registran notables diferencias entre miembros de la misma
especie La denominacidn de "Aficoplasmas” aplcada a estos microorganismos cbedece
a las formas de crecmiento a manera de micehos observadas en ocasiones y a su

marcado pleomorfismo (Kneg y Hott, 1984)

1.2. CLASIFICACION

Edward y Freundt éstablecieron en 1956 la clasificacion sistematica de lodos los
Micoplasmas segun su especie y ongen

Otros nombres uttizados fueron los de Asterococcus mycoides (Borret y col
1910), Coccobaciius (Marnzinowsk:, 1911), Aficromyces (Frosch, 1923), Mycoplasma
{Nowak, 1929) como primera denominacion genérnca correcta, Asteromyces (Wroblewski,
1931). Borrelomyces (Turner, 1935), Bowmyces (Sabin, 1941). etc. hasta gque. con
motive de la Conferencia de Nelbourne sobre Pleuroneumonia (1960). se recomendo
denominar “Mycoplasma mycoides” al agente productor de la pleuroneumonia
contagiosa. Como prototipo de este grupo esta el agente causal de la pleuroneumonia
contagiosa de los bowvinos, que fue reconocida por ver primera por Pasteur como
enfermedad microbiana (Krieg y Hott, 1984) Nocard y col. (1898) aislaron y descnbieron
estos geérmenes infecciosos, que mas tarde constituyeron con oOlros microorganismos
semejantes el grupo "pleuro-pneumonia-organisms” (PPQ) Otros agentes patogenos
que exhibian ciertas coincidencias con las propiedades de los gérmenes de la
pleuroneumonia recibieron la denominacion de “pleuro-pneumonia like 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 cronica de las aves, tan estudiada actualmente La
designacidn de PPLO para estos microorganismos resulta conceptualmente inexacta. ya
que con ella sdéio se hace referencia al relativamente raro cuadro clinico que producen en
éstas especies, pero no a los agentes causales en si. Este viejo términa técnico PPLO ha
sido desechado tras la introduccidn de una nomenclatura y clasificacion nuevas. De
acuerdo con las reglas de (a taxonomia, la designacidon de las familias de estos
microorganismos pudo derivarse del nombre de las especies. La ordenacion unificada de
estos germenes se llevo a efecto teniendo en cuenta las siguientes caracteristicas: 1)

ciclo reproductor; 2) resistencia frente a altas dosis de penicilina. telurito potasico y cristal
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violeta; 3) favorecimiento del crecimiento mediante colesterol y esteroides y 4) inhibicién
del crecimiento por sueros especificos

La clasificacién de estos microorganismos se halla contenida en el Manual de
Bergey (Krieg y Hott, 1984): en la Cuadro 1 se mencionan tas principales especies y las

enfermedades que causan

1.3.Definicion

DIVISION TENERICUTES

CLASE t MOLLICUTES (Mol licutes or Mol b qutes L ad) molis blando. pegable. L tem n culis
piel. M L fem pl n clase Mollicutes con limites ceiulares plegables)

FAMILIA | MYCOPLASMATACEAE My co plas ma ta'ce ac M L. neut n Aycoplaczma type genus
of the famuly.-aceae para denotar una famiha, ML fem pin Mycoplasmataceae la famiha
Mycoplasma. (Krieg y Hott. 1984)

GENERO MYCOPLASMA,

My co plas’ma Gr masc.n myces un | hongo.Gr neutn plasm
forma. M L.neut n Mycoplasma

a algo formado o moldeado, una

Se aceptan actualmente 5 grupos de la clase Mollicutes: 1) grupo pneumoniae, 2)
grupo hominis; 3) grupo espiroplasma; 4) grupo anaeroplasma y 5) grupo asteroplasma
(Weisburg y col., 1989)



Cuadro 1. Los Micoplasmas mas comunes y las enfermedades que producen (Krieg y

Hott, 1984).

NOMBRE

ESPECIE ORIGINAL

ENFERMEDAD

Cabra/ oveja

Agalacta contagiosa

M agalactie

M agalache var bovis Bowvinos Masttis. agatacna. infeccion gemital

M anats Patos Sinusrtss

Af arthntions Rata/raton Pohartritis

M bovigenitatum Bowinos Masutis

M carus Perro -

M fens Gato Comuntivitia, nntis

M fermentans Hombre -

M galtinarum Aves (gallinas) -

M gallisepticurm Aves {galinas, pavos) | CRD, sinusttis infeccrosa, sinovitis
infecciosa

M gatae Gato Conmuntiviis_ nimitis

M granatarum Cerdo Armtis

M hyarthnncsa Cerdo Antntis

M Ayogenitalum Cerda Masutis. metihs, agalacta

M hycpneumoniae Cerdo Neumonia enzootca

M nyorpinis Cerda Neumonia enzaotica, paliserositis y
poliartntis, nnibs atrofica. enferrmedad de
Glasser

M homiris Hombre -

M ners Aves -

M inocuum Aves -

M maculosum Perro -

M mycordes var mycoidas Bowinos Pleuropneumonia contagiosa

M mycoides var capn Cabra/oveja Pleuropneumon:a contagiosa

M meleagrias Pavos Inflamacion de sacos aereos, nfeccion
genstal

M. neurolyticum Ratén Enfermedad “Gratona®

M pneumoriae Hombre Neumonia pnmana atipica

M pulmons Rator/rata Catarro contagioso. alecciones
pulmonares cromcas

M saivarum Hombre =

M. spumans Perro -

M synoviae Gallinas Sinovitis infecciosa




En este genero se encuentran unos MUCroorgamMmsmos pleomorficos. que vanan en

formas desde la esférica o hgeramente ovordes (forma de pera) con aproximadamente
vanando

0.3-0.8 um de diameltro hasta filamentosos (ramificados) de diametro uniforme,
tas celulas carecen de pared celular y estan
Gram negativo Usualmente no

en longitud desde S hasta 150 pm
Anaerabio

rodeadas solamente por una membrana plasmatca
desplazanmiento en algunas especies

moviles. pero se ha probado un

facultativo Las colontas son muy pequernas (usualmente menor de 1 mm de diametro)
La colonta tipica bajo condiciones de cultivo adecuadas liene una apanencta de huevo
frito, son catalasa negativos Quimorgano tropcos. utitzando azucares o argmina como 1a
principal fuente de energia  Requeren colesterol o esteroles relacionados para crecer
Parasitos y patogenos de una ampha vanedad de hospederos mamiferos y aves. El %
G+C del DNA vana de 23/40 (Tm y Bd) y el tamano de! genoma de las especies
examinadas es de aprox 5x108 daltons Especie tipo  Afycoplasma mycoides (Krieg y

Hott, 1984)

1.3.1. Morfologia
de las cualdades

celular de los Aficopl/asmas parece depender

medic de crechmiento asi como fa fase de

La forma
nutricionales y la presién osmotica del
crecimiento del culivo  El crecmiento filamentoso esta asociado usualmente con cultivos

No obstante. la fase filamentosa

logaritmicos jovenes creciendo en condiciones optimas
es transitoria y los filamentos se transforman en cadenas de cocos ios cuales al final se
separan (Bredt y col . 1973) Muchas de las diminutas y flexibles celulas de Afycoplasma
en cultivo pueden atravesar apretadamente filtros con poro de 450 nm de diametro. de
hecho. el paso a traves de dichos filtros constituye una de las propiedades usadas para
definir un aislado de Mycoplasma nuevo Datos expenmentales mas recientes asi como
llevado a la conclusion de que las celulas de

las consideraciones teoricas han
Mycoplasma mas pequenas capaces de reproduccion tienen cerca de 0 3 um de diametro

(Razin. 1978)
La observacion al microscopio de contraste de fases © de campo obscuro de los

cultivos jovenes en caldo son los procedirmientos recomendados para la examinacion
microscopica de los Micoplasmas ya que introduce drstorsiones minmimas en ia forma de
las células. Ademas. permite la observacién de la motihdad que caracteriza a muchas
especies de Micoplasmas El examen de organismos fijados con metano! y tefidos con
Giemsa. es preferible a la tincion de Gram Para nucroscopia electronica debe ponerse

»n



atencion especial en la osmolandad de los fjadores y en los amortiguadores ya que estos
pueden alterar drasticamente el tamano y la forma real de Ios orgarmsmos La membrana
de los AMicoplasmas esta. consttuida de lipidos anflipatcos (fosfolipidos. glicolipidos
esteroles) y proteinas La fachdad de su aslamiento en una forma pura y la hatbwidaa
para introducit alteraciones controladas en su composicion lipidica. han hecho de esta
membrana la herranentd mas ubl en estudios de membranas (Razin y Rottem. 1976,
Razin, 1981) En muchas especies de Micoplasmas 1a superficie celutar esta cubierta por
un materniat capsular, Que en algunocs casos pueden tedirse con rojo de ruthenum  una
tincion general para polaniones usada para demostrar los ghcocahces (polisaciandos de
celulas eucanotas) En el A mycoides subsp rnycoides esta capa esta hecha de
galactana (Plackett y Buttery, 1564, Gourlay y Thrower, 1968) Secciones delgadas de
Micoplasmas revelan que las celulas estan constituidas de 3 organelos solamente la
membrana celular, fos nbosomas y el genoma procariote caractenst:co No hay ewvidencia
de alguna estiuctura membranosa wtracelular. como los mesosomas. En muchas
especies se han observado estructuras especiahzadas en forma de punta  Estas
estructuras parecen jugar un papel en ta adherencia de tos Aficoplasrnas al hospedero y
en el mowvimiento de algunos de estos argamnismos (Bredt, 1879) E! tratanuento breve del
M pneumoniae con Tnton X-100. indica que el centro en forma de baston de este
organismo consiste de un cumulo de fibnlas que podrian extenderse a toda la celula
formando un citoesqueleto (Bredty cot. 1973}

1.3.2. Condiciones de Crecimiento

El crecimiento de los AMricoplasmas en medio ligumdo produce usualmente una
opacidad ligeramente visible La absorbancia de los cultivas a 640 nm raramente excede
0.3 y es usualmente mucho mas baja Las coloras de cas: todas las especies de
Micoplasmas muestran la upica forma de “huevo frito”. que consiste de una zona opaca
granular central inmersa en el agar y una penfenica plana transiucida en su superficie La
apanencia de la colonia depende mucho de las condiciones de crecimiento. edad del
cuttivo. concentracion del agar. elc. Por lo tanto, en un medio pobre en nutrientes © con
pH inadecuado. condiciones atmosféricas diferentes o cuando la superficie del medio este
demasiado seca el crecimiento central hacia abajo (penetrando al medio), puede llevarse
inicialmente a cabo sin la formacion del crecimiento pernfenco superficial (Razin y Oliver,
1961). Se debe establecer también que una minoria Muy pequena ha mostrado no tener

coionias en forma de “huevo frito” bajo cualguier condicion de cultvo La forma de



reproduccion de los Micoplasmas ha sido matena de disputa No obstante. estudios de {a
biciogia molecular de estos orgamismos muestran ctaramente que 1a replicacion de su
genoma. el cual debe preceder la division celular. sigue el mismo patron que 1a divisién
por fisién binana en otros procarnotes (Morowitz y Wallace, 1973)
binana ocurra, sin embargo,

Para que ia fision
la division citoplasmatica debe estar completamente

sincronizada con 1a rephcacion genonuca lo cual no es siempre el caso con los

Micoplasmas La divisieon citoplasmatica ae los AMcoplasmas puede Hevarse a cabo

despues de la replcacion del genoma produciendo !a tormacion de fhlamentos

muttinucteares (Petaerson y co!l 1973, Bredt y col . 1973) Lo gvision subsecuente del

coplasma por constriccicn de 1a membrana en a'gunos sios entre los genomas lleva a la
formacion de cadenas caracteristicas (as cuales despues se fragmentan para producie

celulas sencilias ta “gemacion” observada frecuentemente en  los culivos de

Micoplasmas (Anderson y Banle, 1965, Razin y Cosenza. 1966) puede de hecho ser una

forma de fision binarna en la cual el ctoplasma no se divide equitativamente entre las
ceélulas hijas

tos Micoplasmas tienen habiidades sinteticas imaiadas debidas probablemente a

su genoma pequenc y forma de vida como parasitos Consecuentermente requieren de un

medio complejo para su crecimiento. consistente de infusion de cerebro y corazéon

peptona, extracto de levadura y suero (Edward, 1947, Haytuck, 1965, Freundt y col.,
1980). £l suero provee, entre otros nutnentes. acidos grasos y colesterol para 1a sintesis
de membrana en una forma asimilable no toxica Algunos medios de cultivo han sido

desarrollados para los Micoplasmas Mmycoides y Achoieplasma lmglavwn  (Rodwell,

1979). ambos organismos requieren de un complejo canjunto de aminoacidos, acidos
nucleicos © precursores. lipidos. vitaminas e wones inorganicos y gtucosa como fuente de
energia. Ciertas cepas de Afhyoriunis crecen pobrements © No crecen
artificiales ccnvencionales debido a su sensibiidad a

en medios
factores toxicos encontrados
principalmente en el extracto de levadura y el suero de cerdo o de ios restos de tejido de!
cual se aisle (Del Giudice y col.. 1980). Estas cepas nc cultivables pueden ser mas
rapidamente aisladas e identificadas por procedimientos de cultivo cetular (Hopps y col..
1973)

La mayoria de las especies de Micop/lasmas son anaerobios facultativos. Como
los cultivos de muestras de tepdos primarios frecuentemente crecen solo en condiciones
anaerobias, se prefiere una atmosfera de 85% de N; y 5% de CO, para el aislamiento

primario. 1 pH inicial del medio de crecimiento debe ajustarse a aproximadamente B.0



para los Micoplasmas fermentativos y a 6.0-6.5 para los Micoplasmas no fermentativos
degradadores de arginina. El! rango de temperatura para crecimiento voaria de acuerdo a
1a especie y la composicion de colesterol y actdos grasos desde aproxamadamente 20°C a
aproximadamente 40°C. La temperatura éptima para la mayoria de los Micoplasmas es
de 36-37"C. La glucosa u otros carbohidratos metabolizables pueden servir como una
fuente de energia para los Afcoplasmas {ermentativos que poseen la via ghcolitica de
Embden-Meyerhof. Los productos finales prinaipales son el acido lactico en gran cantidad
y el acido pruvico. ac acetico y ol acetl moetl carbinol (Pollack, 1979 L a degradacion de
argmnina por ia via de la arginina hudrolasa se ha propuesto como ki mayor fuente de ATP
en los Alicoplasmas no fermentativos (Schimke y col | 1966)

Existe diversidad antigénica dentro de ciertas especies de Mycoplasma como et M
hormurms (Razin, 1968, Hollingdale y Lemcke, 1970, Lin y Kass., 1974) M pulmorus
(Forshaw y Fallon. 1972) y A argumni (Thukill y Henny, 1975) Tal heterogeneidad
antigénica ha sido notada con éstas especics €n una varredad de pruebas serologicas y
parece estar correlacionada con diferencias entre antigenos de membrana o proteinas de
membrana de cepas individuales (Alexander y Kenny, 1980) Los Aficoplasmas son
usuvalmente resistentes a la bencilpeniciina y otros antibidticos R-tactamicos cuyo blanco
principal es la sintesis de péptidoglican pero son usualmente sensibles a 1os anubtdticos
que inhiben la sintesis de proteinas en procariotes, tales como las tetracichnas y el
cloranfenicot La susceptibiidad a otros antibidticos es variable., particularmente a la
eritromicina  y ciertos otros macrolides Esta propiedad puede ser Otd para la
diferenciacion de las especies (Brunner y Weidner, 1981). La mayaria de los Alicoplasmas
toleran diluciones de 1:2000 a 1:4000 de acetato de talio. el cual es incorporado como

agente selectivo en el medio

1.3.3. Hospederos

Las especies de Micoplasmas son parasitos de las mucosas y articulaciones. Las
infecciones por estos organismos han sido mas frecuentemente asociadas con
enfermedades de! tracto respiratorio y genitourinario, donde el parasito se adhiere
firmemente para colonizar el tejido epitelial. La asociacion intima entre los Micoplasmas
Y sus células hospedero provee un medio ambiente en e! cual concentraciones locales de
productos toxicos excretados por los organismos (H;0;. NH,)pueden acumularse y causar
dano tisular (Razin, 1978; Razin, 1981). Como ninguna pared celular separa a la
membrana plasmatica del parasito de la de su hospedero, el intercambio de antigenos



respuéstas

un evento que pucde desencadenar
1978) La

ocurre entre las dos membranas,
inmunoldgicas de consecuencias senas para el hospedero (Wise y col.
asociacion intima entre los Aficoplismas y las membranas de las celulas del hospedero
se refleja tambien por el fendomeno de “capping” (cubrtmiento) que sucede en linfocitos
infectadas. seguido de ia expulsion de vesiculas de membrana de origen presumible del
hospedero (Stanbndge y Werss, 1978) Este fendmeno esta relacionado a la bien
conocida induccion de transformacion blastoide por Micoplasmas (Naot. 1982)

1.4. Mycoplasma pulmonis
Se han observado dos formas de células mowviles

porcion protuberante flexible, a menudo mas gruesa en el extremo distal y b) una célula
La longitud de las células variade 1 5 um

a) una celula redonda con una

elongada con un alargarento en un extremo
a mas de 5 um. Las estructuras terminales sirven probablemente como organelos de

adherencia durante la mowilidad de desplazamiento exhibida por ias céluias: también se
ha descrito la rotacion constante de las células cocoides E! microoranismo pierde ia

movilidad después de cultivos repetidos. Se puede demostrar 1a presencia de una matriz
capsular extracelular por tincién con rojo de rutenio. También se han observado
proyecciones similares a las de los muxovirus al microscopio electrénico. Las colonas en

medio sélido tienen una apariencia granulada y vacuolada; tienen una tendencia pequedia
a crecer dentro del agar; y el punto central ésta menos definido que en la mayoria de las
otras especies de Micop/asmas. Las caracteristicas fisiologicas distintivas de ésta especie
Produce acido de maltosa. dextrina. glucégeno pero no

se muestran en el cuadro 2.
partir de fructosa: mientras que se han reportado resultados conflictivos para galactosa.

Las colonias en medio sdlidc adsorben eritrocitos de carnero pero no céiulas
branquiales epiteliales de mono, rata, cuyo y pollo; también absorben espermatozoides de
humano y toro. Ademas, el receptor de los eritrocitos no se destruye con neuraminidasa
(Aguila y col., 1988).

Aunque una gran mayoria de las cepas de ésta especie parecen constituir un
grupa serolégicamente homogéneo, han sido demostradas diferencias menores en
pruebas de difusidn en gel, entre la cepa C de Sabin (1941) y otras cepas murinas. Se ha
demostrado la presencia de diferencias en la composicién antigénica de ciertas cepas de
origen no murino y se han demostrado antigenos comunes con otras especies



metabolizantes de glucosa, las cuales incluyen el M nourolyticum. el M cams y el M
hyorhirus.

El M pulmorns es fuerte patogeno de ratones y ratas Causante primano de
enfermedad respiratona cromnica. una enfermedad lenta progresiva y muy comun Que se
caracteriza en su éstado agudo y crémco por nntis. otiis media,  conjuntiitis,
laringatraqueitis y bronconeumonia llevando a bronquiectasias  La infeccion expenimental
del raton por noculacion intranasal es dosis-dependiente y produce ya sea lesiones
transitonas minimas, enfermedad aguda fatal caractenzada por exudacion de fluidos y un
gran numero de neutrofilos en los espacios alveolares o bronconeumonia cronica

La enfermedad expenmental en ratas no es dosis dependiente y se caracternza por
el desarrollo lento de enfermedad cronmica en el pulmon En ias ratas. la enfermedad
natural esta acompanada. en mas del 30% de amimales hembras, por oofontis y
salpingitis que pueden seor producidos expenmentalmente en ratas hkbres de patogenos
por inoculacion intravenosa Un pequeno porcentaje de ratas machos con epidimitis y
uretritis tienen M pulmornis en los conductos eferentes La enfermedad naturat del tracto
genital de ratones no ha sido reportada. pero festones similares a lns observadas en ratas
han sido producidas experimentalmente Artritis purulenta aguda que purde llevar a
artritis cronica dominada por infiltracion  celular mononuclear e hiperplasia del tejido
sinovial puede producirse en ratas y ratones por inoculacion intravenosa La inoculacion
intracerebral del A pu/monis en ratas recién nacidas induce hidrocefalia. La artrtis
aguda y cronica puede producirse en conejos por inoculacion en la articulacion de las
rodillas (Casse! y Hill, 1979). La infeccion se adquiere normalmente de la madre durante
los primeros dias de vida. También se encuentra en la nasofaringe, conjuntiva y tracto
genital de los cuyos, los hamsters chinos y sirios; y ocasionalmente en conejos. Algunas
especies se han recobrado de la nasofaringe 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 intracitoplasmaticas, similares a las formas
encontradas en el M. mycoides, han sido demostradas en cepas frescas aisladas de ésta
especie. Las colonias en medio solido pueden tener un diametro de hasta 1cm (o mas en
algunos casas) y son por lo tanto similares en tamano a las del M. mycoides subsp. capn



y la cepa LC (colonia larga) de M mycoides subsp mycoides. Se produce fuerte turbidez
en cultivos en caldo después de 24 hr Esta especie puede crecer con pequeias
cantidades de colestero! y 105 requerimientos de esterol pueden llenarse parcialmente con
los precursores alqui-substituidos del colesterol Bajos niveles de colesterol no son
capaces de permitir el crecimiento del A capricolum Ninguno de los derivados de
esterol que permiten el crecimiento  probados son modificados metabolicamente
(Odnozola y col., 1978, Dahl y col . 1980a. 1980b) Producen acideo a partir de glucosa y

manosa. pero no a partir de esculina Se ha demostirado que comparten anligenos con

las dos subespecies de A mycosdes por la pruebn de precipitacion en crecimiento

Serologicamente son disuntos de esta y otras especies de Afycoplasma y Acholeplasma
por la prueba de inhibicion de! crecimiento e inmunofluorescencra

El M capricolurn es patogeno para cabras bajo condiciones naturales y
experimentales para borregos y cerdos Aaslado iniclalmente de las articulaciones y bazo
de cabras durante un brote en Calformia. de una enfermedad de sorpresivo apancion con
signos y sintomas como fiebre septica. disminucion o elimmacion de la lactacion.
inflamacion de las articulaciones de la pierna y conjuntivitis = A menudo ta infeccién es
rapidamente fatal para las crias, la patologia de esta infeccion en cabras infectadas
experimentaimente infectadas es similar & 1a observada en casos naturales con polianntis
fibrinopurulenta como la lesidn sobresaliente  E] microorganismo también se encuentra
en la nasofaringe de cabras sanas y borregos y ha sido aislado en una ocasion de la
mucosa urinaria de un borrego de rastro (Barile y col.. 1979)
Cuadro 2. Caracteristicas Bioquimicas del M. pulmorms (M.p.) y el M. capncolum

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

C.G. CM. HA. F. F.P. R.T. HG. D.S.C D.C. H. Yol
Mc + + d + - +/+ ird + ? - 24.1-25.5
Mp + + - - + I+ - - - d 27.5-29.2

C G. = Cataboismo de Glucosa, CM = Catabohsmo de Manosa, HA = Hidroisis de Arginmna, f = Fosfatasa, F P =
Formacon de Pelicdla. R T » Reduccion de Tetrazcho, HG = Hidrdisis de Gelatna. DS C = Digesbdn de Suero
Coagulado. D € = Digestién de Caseina. H » Hemaasoraon, %M = %M G+C dei DNA

1.6. LOS MICOPLASMAS Y EL SISTEMA INMUNE.

Muchos productos derivados de diferentes cepas de AMycoplasma han sido
propuésta como moduladores del sistema inmune en diferentes formas (Ruuth y Praz,
1989). Un producto del Mycoplasma arthntidis conocido como “*MAS™ estimula la



proliferacién de hnfocitos (Alkin, 1886) y la produccion de interferon-y (Kuchner y col,
1986). los Acholop/asma spp. (Sugama, 1990, y las membranas de los Espiroplasmas
(Sher, 1990} estimutan a sintesis del Factor de Necrasis Tumoral - a (TNF-a) vy lus
membranas del M argunrmn o A arthrtidis inducen §a profliferacidn de macrélagos por la

induccion del factor estunulante de colomas de granulocitos y macrofagos (GM-CSF)
19%91), han descnto 1D presencia de

(Stuart. 1980) Una serne de reportes (Muhlradt,
material de alto pesoc molecular det Af fermentans que induce 3 itz la produccion de
intedleucinas (IL-2. (L y IL-6) en la

esta y otras

interfeucina-6 (IL-6) y el papel de

generacion de células T citoliicas a partr de timocitos estimutados por ef MOHR. Galllly y

cof. (Gallly. 1989), demostraron que 1a presencia de A1 oragle durante o oincubacion de

macrofagos can células tumorales resulta en el aniquilamiento de estas uttimas debido a
1990) usando

la induccion del TNF-a. Lo mismo fue demostrado por Sher (Sher y col |
entre el LPS y las

membranas de Af caprcolum. definiendo ta simidtud Qque existe
manocinas

membranas del Mycop/asma en cuanto a su capacidad nductora de
Como estos ejemplos existen muchos articulas que establecsn la actividod de los
fas células wmunes. el cuadro 3 contiene un

Micoplasmas © sus productos sobre
resumen de los reportes mas importantes de ésta area
asociadas con por

mapniféstacianes clinicas
pueden ser

tas nfecciones
letales La

Aungue las
tnfecciones

Micoplasmas son usualmente deébiles,
identificacion de nuevas cepas con teécnicas cada vez mas scfishcadas para su deteccian

algunas
esta haciendo posible comrelacionar mas enfermedades con este microorganismo. Como
ya se describid anteriormente estos microorganismaos estan obltigados a wvivir en |a

superficie o en la vecindad cercana de células eucariotes ya que no pueden smntetizar

muchas moléculas precursoras

La adherencia de los Micoplasmas a las céluias eucariotas es una necesidad para
el uso efectivo de éstas como fuente de nutrientes. Es muy probable que la adherencia a
Ia superficie del hospederso pueda. en si misma, producir la amplia variedad de cambios
celulares que ocurren duraante las infecciones por AMycoplasma, tales como pérdida de
cilios, ciliostasis, vacuolizacion citoplasmatica, ruptura de mitocondrias. hiperplasia y

metaplasia epitelial, formacién de células gigantes. mitogénesis, citotoxicidad y secrecion
de inmunoglobulinas (Barile y col. 1979). Los Micoplasmas pueden inducis estos cambios

por eliminacion de nutrientes de! medio ambiente de la célula eucariotica y/o afectando
directamente el metabolismo del hospedero (McGarrity y col., 1984 Upchurch y Gabridge,
1983), liberando toxinas (Tully, 1981), interactuando con receptores (fMatthes y col. 1988,



Berkaoff y col . 1987, Wise y col., 1978) o induciendo la expresion de receptores (Fleisher,
1989;. Lemke y col. 1985). Los Micoplasmas poseen en sus membranas enzimas
involucradas en el transporte de metabolitos que pueden interactuar con las funciones de

la celulas hospederas (Dudler y col., 1988)
Cuadro 3 Efecto de algunos Micoplasmas sobre el Sistema Inmune

ESPECIE { CELULA BLANCO [ EFECTO | REFERENCIA
M_argenun [ celutas B munnas mitogeno | Ruutn y col , 1985 _
macrdtagos munnos produccion de GM-CSF | TStuart, 1500, Cole,
1986, Kiwchner,

M argurios,
celuylas T munnas y de midgeno, IFN-"hke™

M arthntdis
humanos 1986

macrefagos Mmunnos produccion de GM-CSF e ‘JHomield yecot

-6 1990
Stuart. 1950
[Siay col . 1985
[Muniraat, 1590,
1991 y 1992

M arthriticdis

[ Sintesis de Ig
produccion de IL-1. 6.
TNF. prostaglandinas,
oxi1do nitrico (NO) y efecto

i ceilulas 8 munnas
monocitos humanos y
macrofagos Munnos

M fermentans
M fermentans

tumoncida
M. galisepticum macrotagos munnos ]!umonczda Takerma . 1991
Uno, 1960
M _horrius { macréfagos murinos [ tumoricida Uno. 1990
M _hyortunis | macrofagos munnos tumonicda Uno. 1990
M_hyoriums | ceiulas 8 murinas T miogeno. sintesis de Ig Proust, 1985
M neurolyticum Icélulas B munnas mitégeno Naot, 1977
Kaptan. 1986
M. orale macroéfagos munnos tumaoricida Loewenstemn, 1983
! Uno, 18990
M. pneumoniao Icelulas B munnas y mitégenoc Biberfeld, 1976
humanas

Tales interacciones pueden jugar un pape! en la induccién de los fendmenos

autoinmunes y en su pobre aislamiento a partir de ciertas enfermedades asociadas
comunmente a estos microorganismos (Ruuth y Praz, 1989). alternativamente puede
deberse al éstacionamiento de! microorganismo en sitios carentes de mecanismos
efectores inmunes o a algun tipo de enmascaramiento antigénico como en el caso de

algunas cepas que secuestran el antigeno Thy-1 y la IgG (Davis y col. 1981; Stanbridge y

col., 1981; Watanabe y col.. 1987). Ademas. se ha reportado que los tumores infectados
con Micoplasmas presentan mayor invasividad {Stackpole y col., 1988) y generacion de

metastasis (Dudler y col.,, 1988).
Varios Micop/asmas han sido reconocidos como mitogenos policlonales para

células T y/o B en forma restringida o no restringida al compiejo mayor de




histocompatibilidad (MHC); los efectos mitogénicos son hospedero-especificos y mds o
1982, Naot y col. 1977). Tambwen se ha

inmunoglobulinas de
El haillazgo de que el

menos célula-especificas (Cole y col.,

los Micoplasmas pueden inducir secrecion de

demostrado que
ceélulas B asi como secrecion de citocinas de lineas de monocios
M. pneurmomae induce transformacion blastoide de linfocitos de pacientes con neumonia
atipica primaria constituye unia de las pruneras descripciones de 1a actividad mstogérica
vitro de estos fmicroorganismos {(Banle y col | 19793) Esto se corroboro con ia observacion
de que el Af pnewmornae actua camo un mitdégeno pohclonal para ceélulas B humanas y
murinas (Biberfeld y Gronowicz, 1976, Biberfeld. 1977) y que los Aficoplasrmas inducen
(Stanbridge y Weiss, 1978) Pasteriormente muchos grupos
varios upos de Afcoplasmas sobre bnfocitos de diferentes

1977 . Wise y col, 1978) La actividad

“capping” en linfocrtos
repartaron los efectos de

especies (Aldndge y col .,
biolégica de los Micop/asmas comunmente es la activacion de celulas efectoras en una

forma irrestricta; no obstante se han reportado algunos casos de activacion restringida

1977, Naot y col,

por el compiejo principal de histocompatibilidad (MHC) (Bekoff y col, 1987, Cole y cotl ,

1987)

Aunque la mayoria de los estudios reportan l0s efectos de los AMcoplasmas sobre
los linfocitos esta claro que los macrofagos pueden tambiéen ser estimulados (Dietz y
1984). Para tener un mayor entendimiento de los

Cole. 1981: Loewenstein y Gailily.
citocinas

mecanismos por los que los Micoplasmas
proinflamatorias, Rawandi v colaboradores(1996) utilizaron tres lineas monociticas (HL-

60, U937 y THP-1) con las cuales demostraron que la induccidbn por Micoplasmas es

inducen la expresién de

diferente a la realizada por el LPS bacteriano involucrando eventos postranscripcionales.
Ademas, en las ceélulas THP-1 las vias de induccion de citocinas inducidas por los
Micoplasmas permanecen operables en condiciones donde las vias dei LPS son abolidas.,
lo cual sugiere una independencia funcional. Estos mismos investigadores demostraron
ademas que los constituyentes de las membranas fueron responsables de estos efectos,
donde la fosforilacion 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
infeccion con M. pu/monis; las ratas LEW son sensibles a la infeccion y desarrolio de la
enfermedad mientras las ratas F344 no io son (Davis y col, 1985). Las ratas LEW

responden con mas alto grado de activacion policlonal a la activacién con mitogeno y la
inyeccion de M. pulmonis que las ratas F334. Hay una marcada diferencia en la
produccion de respuésta especifica a la exposicidon de M. pulmoris, las ratas F344



producen 50 veces mas IgG2b especifica que las ratas LEW (Wiliamson y col, 1986,
Simecka y Cassel, 1987) La produccion de anticuerpos no ayuda a los arnmales a
recobrarse de la enfermedad respiratoria pero pueden protegerio si se administran antes
de la infeccion {Williamson y col., 1986)

En ratones. la exposicion a M pulmoris  lleva a una respuesta especifica de
celulas B dependientes de cetulas T en la cual la mayoria de las clonas produce IgG.,
(Rose y Cebra, 1985) La respuesta especifica a M pulmons se puede incrementar por la
administracion simultanea de sulfato de dextran (Kishima y col.. 1987). Todo esto nos

habla de que los efectos de los Aficoplasmas sobre el sistema inmune pueden ser

especificos de acuerdo a las cepas del Aficop/asmas y la informacion genetica del

hospedero

1.6.1. LOS SUPERANTIGENOS DE LOS M/ICOPLASMAS.

Un grupo de moléculas activadores policionales, conocidos como superantigenos

se encuentran entre los mas potentes mitdgenos de celulas 7 Se llarmmaron asi por su

habilidad para activar todas las células T que expresan secuencias comunes en su
receptor de céiufas T independtentemente de su especificidad por el antigeno y MHC. A
diferencia de los epitopes de células T que enlazan al sitto de union del MHC y son

reconocidos por el receptor de células T. los superantigenos parecen reconocer residuos

fuera del sitio de enlace del MHC y el receptor de células T. Por lo tanto éstas moléculas
enlazan simultaneamente al receptor de células T y tas moléculas del MHC y actrvan un
gran namero de células. Incluidos entre los superantigenos estan las enterotoxinas de
Staphylococcus y la toxina del sindrome de choque toxico no. 1 del Staphylococcus
aureus. Estas toxinas parecen activar gran numero de celulas T cooperadoras por el
entrecruzamiento de las moléculas de las receptores de células T con cualquier clase de
molécula clase |l expresada en una célula presentadora de antigenos. Se estima que una
de cada cinco células T pueden ser activadas por los superantigenos produciendo la
liberacion de niveles anormales de citocinas. las cuales pueden llevar a choque y muerte
Dentro de los Micoplasmas se detectd por primera vez la

en algunos casos (Kuby, 1992)
1981) conocido como MAM

produccion de un superantigeno en 1981 (Cole y col..
(mitdégeno de M. arthritidis) o MAS (M. arthritidis superantigeno). EI Mycoplasma arthritidis
es un artritdgeno de roedores que causa una enfermedad cronica y recidiva que
histolégicamente semeja la artritis reumatoide humana. El mitdgeno del! M. arthntidis

(MAM) fue descrito cuandc se demostré que los microorganismos vivos y los



sobrenadantes de cultivo inducen la proliferacion de células citoliticas de bazo de raton.
Lo cual llevo al aislamiento de un potente mitogeno de células T € inductor de IFN-y de
linfocitos humanos y de raton Los estudios sobre los mecanismos de presentacion de
MAM a las células T y el reconocumiento de estas, sugmeron que oste producto acthivaba a
tinfocitos de una forma novedosa Esta via se sabe ahora Gue se asemea 3 1a de las
moléculas incluidas dentro del grupo de los superantigenos (Cole y Atkin, 1551

En un estudio reciente se compard la capacidad de varnos superantigenos de
liberacion de citocinas en ceélulas mononucieadres penfernicas humanas, se

inducir la
ey [5 IL-2, L4 1L-6. IFN-/ vy

demostro que todas las toxinas probadas indujeron IL-1

se encontro que Ia exotornina entrogenica B det Stroprococcus

TNF-2 Sin embargo,
pyogenes tuve especificidad por las células The
examinadas (enterotoxinas éstafilococales A. B. C1. C2. C3. D y E. toxina del sindrome
toxico 1, toxma exfoliativa A y la exotoxina erntrogénica C del Streplococcus pyogenes )
Como resultado. ics superantigenos parecen ser

rmientras que ias olras toxinas

estimularon tanto ceélulas Th, como Th; .
capaces de desbalancear los antagonismos Th,/Th: (Rink ycot , 1996)

En otro estudio se estimularon leucocitos murmos y humanos con superantigeno
de M. arthntidis (MAS). enterotoxina E de éstafilococo (EES). o hpopahsacarido (LPS). La
respuésta hacia MAS en humanos fue restningida a diferencia del LPS y EES, ademas el
MAS mostro la misma capacidad de inducir las citocinas proinflamatonas 1L-1, IL-6 e IL-8
como lo hacen EES y LPS | no obstante el MAS mostro una capacidad significativamente
menor de inducir IL-10 (citocina anti-inflarmatona) e IL-1RA En raton la reactividad a MAS
fue estrictamente restringida a moléculas de clase Il en contraste con EES y LPS. La

respuésta individual a MAS en humanos podria ser exphcado por diferencias de

hapiotipos (Rink y col., 1996).

1.6.2. MICOPLASMAS Y ARTRITIS.
En 1940, Sabin y Johnson éstablecieron que era posible una eticlogia infecciosa

para la artritis reumatoide ya que varios microorganismos patégenos causan

enfermedades de las articulaciones, desde entonces se ha relacionado a varios agentes
en la patogénesis de la artritis reumatoide con base en el aisiamiento directo de un
patégeno o la deteccion de un antigeno microbiano, la peptidoglicana ¢ componentes de
Acidos nucleicos en tejidos inflamados de articulaciones o de un incremento en la
respuésta de linfocitos sinoviales o de anticuerpos contra un patégeno especifico (Barile y

col., 1979).



Esta bien documentado que ila artntis séptica puede ser causada por varias
especies de Micoplasmas (cuadro 1). Muchas de estas artrntis infecciosas causan las

mismas anormalidades clinicas, fendmenos autoinmunes, ancrmalidades inmunolédgicas y
caracteristicas patologicas que se observan en la artritis reumatoids incluyendc la
formacién de panus (ganghos linfaticos inflamados. sin supuracidn) (Banle. 1991)

Los Micoplasmas, las clamideas y las bacternas entéricas gram-negativas han sido

relacionadas dentro de las causas de la artritis reumatoide y/o el sindrome de Reiter

(Cole, 198S; Taylor y Robinson. 1985). Aunque las clamideas han sido recobradas del
tracto genital de pacientes con estas enfermedades, los fluidos de las articulaciones
afectadas han sido consistentemente negativas para este patégeno (Keat., 1987). EIl

involucramiento de las articulaciones es un rasgo comun en las enfermedades sistémicas
o respiratorias por Micoplasmas en humanos y ammales. Se desarrolla artritis en

humanos con neumonia primaria atipica (NPA). en gallinas y pavos con M galisepticumn |
en bovinos con M. mycoides subespecie mycordes o M. bovis ; en cerdos infectados con

M. hyopneumoniae y en cabras y borregos con M agalactiae. Las secuelas no

respiratorias en las infecciones por Mycoplasma incluyen las complicaciones

hematolégicas. neuroldgicas, cardiovasculares y musculoesqueléticas
La artritis reumatoide es una enfermedad sistémica que frecuentemente involucra
incluyendo el desarrolioc de factor

mdaltiples tejidos y anormalidades autoinmunes,
y colagena. Llas

reumatoide y autoanticuerpos contra componentes vasculares
enfermedades por los Micop/asmas estan asociadas frecuentemente con anormalidades
autoinmunes. Pacientes con NPA desarrolian aglutininas “frias” y aglutininas contra
cerebro, pulmén y musculo, liso (Lind y col.. 1988)

Los sueros de individuos infectados desarroilan agregacion de plaquetas. lo que
sugiere la posible formacién de complejos inmunes durante la infeccion (Biberfeld y
Norberg, 1974). Los rasgos histopatolégicos de la vasculitis por artritis reumatoide
semejan los de la enfermedad por complejos inmunes. E! depésito de complejos inmunes
y dano puede desarrollarse en pacientes con enfermedad por Micop/asmas y en ratones
con artritis inducida por M. pulmonis (Washburn, 1980). Ademas los Micoplasmas pueden
tener efectos mas profundos sobre las funciones inmunocoldgicas, 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 inmunolégicas
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



meses (Biberfeld y col. 1976). este y otros Mycop/asma pueden actuar como activadores
policlonales de células B en bazo y estimular la sintesis de DNA y anticuerpos no

especificos, lo cual puede contrnbuir a la produccidon de autoanticuerpos durante la

nfeccidn. Linfocitos de sangre cultivados. infectados con M pneumomae activaron la
produccion de anticuerpos no-especificos que fueron T dependientes (Biberfeld. 1985)
Las infecciones por Mycoplasma en animales pueden causar la supresion de anticuerpos
contra ciertos antigenos virales y bacterianos (Kaklaminis y Paviatos. 1972; Bergquist y
col. 1974)
En general una revision exhaustiva de la hteratura indica que hay marcadas
similitudes entre la artritis reumatoide humana y las enfermedades en las articulaciones
de animales inducidas por Micoplasmas, sin embargo aun existen dudas acerca de la
posibilidad de aislar al microorganismao de los sitios de inflamacion (Barile y col., 1991)
Otros hallazgos recientes establecen por ejemplo que cuatro de 82 pacientes con
el sindrome Guillain-Barre (GBS) y 1 de 12 con neuropatia motora multifocal quienes
tuvieron infecciones previas con M pneumoriae tuvieron anticuerpos séricos contra
galactocerebrasidos (Gal-C). Como el Gai-C es un glicolipido importante en la mielina, un
anticuerpo contra él puede actuar en la patogénesis de las neuropatias desmielinizantes
autoinmunes (Kusunoki. 1995). Ademas se reportd un caso de inmunodeficiencia comun
variable (CVID) presentado como artritis septica aguda debido a M. hominis. El
diagndstico fue aceptado hasta que se detectd la hipergammagiobulinemia y se recupero

el Mycoplasma de liquido sinovial (Steuer y col., 1996).

1.6.3. MICOPLASMAS Y SIDA

El anuncio que Luc Montagnier y su grupo hicieron en junio de 1991 durante la
Conferencia Intermmacional sobre el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)
acerca del presumible papel patogénico desarrollado en la determinacién y subsecuente
progresion de alteraciones patoldgicas en humanos infectados con el virus HIV, que
tienen diferentes Micoplasmas como el Mycoplasma incognitus una cepa particular det M.
ferrmentans (Saillard y col., 1990) identificado previamente en pacientes con SIDA (Lo y
col., 1989), estimuld el interés por estudiar mas la inmunologia de estos
microorganismos. Las infecciones por Mycop/asma, asi como las causadas por retrovirus,
se observan frecuentemente en borregos, cabras y bovinos en diferentes localizaciones

del organismo y con varios grados de lesién después de la infeccidn,




Con excepcién del M. pneumoniae, el cual causa neumonia atipica, el papel de los

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

desérdenes del tracto reproductivo y urogenital han sido asociados con el Ureaplasma
urealyticum y M hormunis no se ha éstablecido su papel en el SIDA porque los
microorganismos se encuentran frecuentemente en gente sana y enferma por igual
(Taylor-Robinson y McCormack. 1980) El M gentaliumm ha sido aislado de dos pacientes

con uretritis no-gonococcica, pero la mayoria de los pacientes no tienen una clara

Los pacientes con SIDA son a menudo
infectados con Micoplasmas los cuales pueden

evidencia de infeccion por M gemtalium

comportarse como organismos
oportunistas, como co-factores en la patogénesis o como agentes patdgenos primarios
(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
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) ha hecho que los grupos de
investigacion enfoquen su atencidén en la hipotesis de un “superantigenc” det HIV y el
posible requerimiento del Mycoplasma como cofactor. Sabiendo que una especie de
Micoplasmas posee “superantigenos”, se discute actualmente un posible papel para la
exacerbacion de la enfermedad por profiferacién o disfuncién de células T inducida por los

Micoplasmas y proliferacion de células B e hipergammaglobulinemia, asi como la

relevancia de! hallazgo de homologia en la secuencia de una adhesina de Mycoplasma y
varias proteinas MHC clase I} (Bisset y col.,, 1993).

Un Mycoplasma nuevo el M. penetrans muestra propiedades patobiolégicas un
tanto espectaculares: se adhiere a las superficies celulares, penetra profundamente en la
célula, adsorbe fuertemente eritrocitos humanos y citoadsorbe monocitos y linfocitos
humanos CDA4+. Estas propiedades bioldgicas in vitro han mostrado previamente éstar
asociadas con la virulencia patogénica in vivo . La adhesidn e invasion claramente
involucran la estructura unica de este microorganismo en forma de punta incrustada
profundamente en el citoplasma de células de mamifero infectadas. La invasion extensiva
del Mycoplasma en el citoplasma puede matar las células. Los mismos procesos
patobioldgicos de adhesidn e invasidon usando este organelo se han encontado en el
tracto urogenital de pacientes infectados. Ensayos in vivo e in vitro sugieren un papel
patogeénico de estos Micoplasmas (Lo y col., 1993), coincidentemente este Mycoplasma
ésta involucrado frecuentemente en pacientes con SIDA. No se encontrd asociacion entre
el M. penetrans y el HIV, particularmente entre personas homosexuales pero su
significancia clinica adn necesita ser investigada (Grau y col. 1995).
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En otro trabajo reciente se encontrd que lineas de célutas T humanas y linfocitos T
normales infectados persistente o agudamente con HIV-1 y Micoplasmas liberaron
perédxido de hidrégeno, una causa aparente de estrés oxidativo en éstas ceélulas, 1o cual
puede contnbur a la patogenicidad del HIV-1 (Chochota y col., 1895). Nirpaz y
colaboradores (1995) transfectaron dos lineas celulares, los fibroblastos 293 y las celulas
T Jurkat CD<4+, con plasmidos que contenian elementos de replicacion del HIV | y las
infectaron con vanas cepas de Atcoplasmas (A1 fermentans. M penetrans. M pirum, y
Ureaplasma urealiticum) monitoreandose 1o expresidon de los genes incrustados, este
trabajo muesira que estos micioorgantsmos y especificamente sus membranas juegan un

papel en la activacion de l0s elementos genecticos del HIV (Nirpaz y col . 1995)

1.6.4. CANCER Y M/ICOPLASMAS

En los anos sesentas dos estudios reportaron que |a infeccion por Afcopiasmas
(M. orale y uno no espectficado) causaron cambios cromosomicos. pero los estud:os no
revelaron que celulas sufrieron transformacion Otro estudio reporté que la introducciéon
de Mycoplasma en cultivos de ceélulas de nnon de hamster bebes (BHK) produjo
transformacidn morfologica inmediata con alta eficiencia de clonacion. sin embargo, se
sabe que estas células tienen un alto grado de transformacién espontanea (Tsai. y col.,
1995). En 1986. Kotani y colaboradores reportaron que un espiroplasma de artropodo
transforma rapidamente las células de raton y mono, sobre esto algunos mvestigadores
han argumentado que los Aficoplasrnas solamente introducen moleculas que imitan la
transformacion celular. Como la cuestion de si los Aicoplasmas pueden inducir
transformacion maligna de las celulas de mamiferos tiene mucha importancia en la
biologia de los tumores asi como implicaciones clinicas directas muy importantes algunos
investigadores han tratado de profundizar mas en el hecho. Un trabajo reciente en ésta
area examind los efectos transformantes de los Micoplasmas en un sistema celular
embrionario de ratén (C,;H/10T= (C,H)). Este sistema es uno de los pocos sistemas
estandares accesible para estudiar agentes carcinogénicos potenciales en animales o
humanocs Usando este modelo los investigadores no observaron que los AMicoplasmas
sean capaces de inducir la transformacidon celular antes reportada. Sin embargeo
observaron que los Mrcoplasmas eran capaces de mediar un proceso de oncogénesis,
siendo los Micoplasmas asociados al SIDA como el M. fermentans (cepa incognitus) y el
M. penetrans los due indujeron aparentemente transformacion celular maligna
gradualmente con muchas distintas etapas caracterizadas por la reversibilidad o
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irreversibilidad de la transformacion (Tsal, y col., 1995) Ademas se ha mostrado que la

infeccidn 1 witro de linfocitos de sangre pefriférica humana por Micoplasmas lleva a

muditiples aberraciones cromosémicas. principalmente huecos de la cromatde y rupturas

El estrés oxidativo ésta involucrado como uno de los factores que causa dafio

cromosomico (Chernova y col.. 1996G) Se ha éstablecido que (a fragmentacidn de DNA

internucleosomal en célulss culivadas bajo condiciones que inducen apoptosts puede

deberse a las endonucieasas de Afycoplasma (Paddenberg y col, 1996)

1.6.5. OTROS FENOMENOS CAUSADOS POR LOS M/ICOPLASMAS.

a) El M newrolyticum produce una leve conuntivitis en raton (Banle y col . 1979). también
puede éstar latente en el cerebro, incrementando su hasta que el ammal muestra

signos de alteraciones neurologicas (Tully. 1981). Este microorganismo wvivo © muerto,

o incluso sus membranas o sobrenadantes de cultivo inducen la enfermedad del
arrastre (“rolling™) en ratones infectados. Probablemente se deba a una toxina en la

superficie celular del microorgamismo (hpoghcanas) (Smith. 1987, Rothstein y

Schreiber. 1988)

Entre muchas cepas de Micop/asrmnas probadas. la cepa mncognitus demostro [a mas
alta actividad de estimulacién Estos resultados sugieren que las celulas de
de unidn de Isina en el activador de

Micoplasmas interacttan con los sitios
fa activacion de

plasmindgeno tejido-especifico y el plasmmaogeno para mejorar
plasminégeno (Tarshis y col., 1993).

Los Micoplasmas pueden estimular ias ceélulas de la glia para producir citocinas y
eicosancides (leucotrienos y prostaglandinas) pudiendo ello contribuir a varias
maniféstaciones patolagicas en el sistema nervioso central (Brenner y col., 1993).

El M femmmentans puede aclivar el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal a través de un
mecanismo central que involucra la hormona adenocorticotrépica (ACTH), este efecto
es sensible al “feedback” negativo de los glucocorticoides. Es posible que los niveles
elevados de glucocorticoides, producto de la infeccion por Mycoplasma. puedan éstar

involucrados en la patogénesis de las enfermedades asociadas con este

microorganismo (Sandstedt y col.,, 1994; Weidenfeld y col., 1995)
Las concentraciones incrementadas de productos de degradacién de fibrindgeno en

e)
indican que existe coagulopatia, sin embargo no

animales infectados con M. pulmonis
se encontraron codagulos de fibrina intravasculares, ademas, en vez de disminuir como

se esperaria durante una coagulopatia consumativa, las concentraciones de

fibrindgeno se incrementaron. La hiperfibrinogenemia probablemente esta asociada



con la respuésta de fase aguda a la infeccidon con este Mycoplasma (Simecka y col.,
1995)

f) Fluido de lavado bronquioalveolar de cerdos experimentalmente infectados con M
hyoprneurnoniae suprimieron la respuésta quimioluminiscente de neutrofilos
polimorfonucteares porcinos. Este efecto supresor se carrelaciond significativamente
con la concentracion de prostaglandina E; (PGE;) en e! fluido. ademas la PGE,
punficada humana produjo el mismo efecto. Los niveles altos de PGE; que siguen a la
infeccidn con M hyopneumoniae pueden ser responsables de la supresidn de la
actividad de los PMN en la vias aéreas del cerdo y esto puede llevar a ia exacerbacion
de infecciones secundarias en el pulmaén (Asar y col., 1996)

g) Cepas de Mycoplasma para bovinos fueron probadas en su capacidad para activar
macrofagos alveolares bovinos in vitro . De interés particular fue et comportamiento del
M mycoides ssp. mycoides tipo de colonia pequena (MMSC) el agente causal de fa
pleurcpneumonia contagiosa bovina (CBPP). Se examinaron el incremento en la
actividad procoagulante, y la produccidon de TNF-u y &xido nitrico (NO). Cuatro de las
siete cepas indujeron PCA sin importar {a patogenicidad 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 excepcion del Acholeplasma
laidlaw (Jungi y col., 1996).

h) Un producto de aito peso molecular de los Micopl/asmas es un lipido que se purifico del
M. fermentans. Se estudio por ELISA la influencia de este producto sobre la expresion
de moléculas de MHC clase Il de macréfagos peritoneales de raton. MDHM altamente
purificado (4ng/mil) y 0.8mg/m! de M. fermentans inactivado por calor dieron la maxima
respuésta en la supresion de la induccidon de moléculas clase Il dependiente de IFN-y -
El MDHM no fue toxico y no produjo la pérdida de ceélulas adherentes. Datos de
cinética mostraron que el MDHM primero aumento y después disminuyd la expresion
de moléculas de clase |l. Esta supresion impidio la presentacion de antigeno a lineas
celulares de linfocitos T. Los investigadores intentaron identificar los productos que
mediaron ésta supresion de los cuales se excluyeron el IFN, las prostaglandinas y e}
oxido nitrico. De las citocinas (TNF, IL-6, IL-10 y el TGF-B) soélo ja IL-10 inhibid la
expresiéon de las moléculas clase 1l incrementando su recambio y al mismo tiempo
inhibe la formacion de nuevas moléculas clase !l (Frisch y col., 1996).

Toda la informacidn relatada anteriormente lleva a una idea: los Micoplasmas
tienen la capacidad de influir fuertemente en la respuesta inmune. La relacién basica que
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encontramos entre 1as infecciones por estos microorgamsmos y otras enfermedades {con
excepcion del cancer) es a nivel inmunolégico, aparentemente los efectos en el sistema
inmune de! hospedero son los impulsores (o coadyuvantes) de la gravedad de estos
males. Sin embargo. lo que adn no se logra comprender completamente es como los

0 vivo para

todos estos mecarnsmos de manera orquestada

Micoplasmas usan
Este aspecto de la

mantenerse en el hespedero, algunas veces hasta permanentemente
infeccion por Aficoplasmas conocido como cromcidad ha sido como tal. poco estudiado,
hasta la fecha se ha infendo due los efectos de los AMicoplasnias sobre el sistema inmune
afectan directamente sobre la cromcaidad de la infeccion pero existen pocos trabajos que

indiquen como estas microorgantsmos uthizan todos estos recursos ©n comjunto para

evadrr su destruccion
La cronicidad de cualqurer enfermedad infecciosa se debe principalmente a la

forma efectiva de los microorganismos de escapar de los mecanismos de defensa del

hospedero, estos mecamsmos se pueden dividir en dos grupos
1) Los mecanismos de evasion que tienen como fin distraer la respuesta inmune del
desprendimiento de molécutas antigénicarmente

individua (imitacion de moicculas,

importantes, adsorcion de moleculas der hospedero)
2) Los mecanismos de evasion que tienen como fin afectar durectamente al sistema
inmune (superantigenos, moléculas fuertemente activadoras de celulas. moleculas con

actividad de citocina)
Los Micoplasmas tienen ambos lipos de mecanismos, io que se considera que los
de 1A respuesta mmune. Sin embargo. es

hace altamente efectivos para escapar
sobrevivencia del

necesario determinar de una forma mas precisa la relacion entre la
microorganismo y los efectos que este tiene sobre el sistema inmune
capacidad de inmunomodular el sistema inmune del hospedero). Los avances en la

inmunologia permiten en ia actualidad contar con un gran numero de reactivos que
receptores y demdas componentes del

del hospedero (la

mejoran el estudio de poblaciones celulares,

sistema inmune principalmente en ratones. Por otro lado la infeccién de roedores por A
pulmorus presenta las principales caracteristicas de las enfermedades causadas por
estos microorganismos, entre estas: alta cronicidad y desarrollo de neumonia con
desencadenamiento a largo piazo de un proceso anritico. Es por esto que se planted la

realizacion de este estudio con el fin entender si estos microorganismos son capaces de
modificar la respuesta inmune i wvivo a lo largo del proceso infeccioso, asi como
determinar cuales son los mecanismos por los cuales produce esta inmunomodulacion.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GENERALES.

1.1. Caracterizar los efectos inmunomoduladores de M pulmonis in vivo.
1.2. Establecer los posibles mecanismos por los cuales el M. pulmonis es in
vivo capaz de modificar el curso de la respuesta inmune de animales

infectados

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

2.2.1. Determinar el efecto de la infeccion por el M pulmonis sobre la
respuesta inmune humoral

2.2.2. Determinar el efecto de ia infeccion det M. pulmonis sobre la respuesta
inmune celular.

2.2.3. Definir los cambios que ejerce la infeccion por el M. puilmonis en las
subpoblaciones de linfocitos.

2.2.4. Determinar los niveles de las principales interleucinas representativas
de subpoblacicnes de ceélulas T (Tn1 y Th2) inducidos por los M.

pulmonis in vivo e in vitro.
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3.- MATERIAL Y METODOS
3.1. MATERIAL.
3.1.1. CEPAS.
3.1.1. 1. Migroorganismos
a) Mycoplasma pulmonis ATCC 19612 (Mp)
b) Mycoplasma capricolum ATCC 27343 (Mc)

3.1.1.2. Apimales.

Se utilizaron ratones Balb/c machos de 25 a 30gr, criados en el bioterio de la
Coordinacién de Posgrado de ta FES-Cuautitian, UNAM

3.1.2. REACTIVOS.

Todas las soluciones amortiguadoras utilizadas fueron preparadas con sustancias
grado reactivo, SIGMA, ademas se utilizaron Penicilina G, Lakeside; Solucion salina
fisioldgica estéril libre de pirdgenos, Abbott, erntromicina y tetraciclina, Lakeside: Tinta

china, Rotring Art 591017; Gelatina, GIBCO; Tween 20. SIGMA; Proteina A peroxidada,
SIGMA, no.cat. P8651;

a-cloro-1-naftol marca SIGMA; suero fetal bovino, SIGMA;
Histopaque. SIGMA; anti-CD4 de ratén, SIGMA no.cat. F-7400 clona H129.19; anti-CD8

de ratdon, SIGMA no.cat. P-3067, clona 53-6.7; albumina sérica bovina, SIGMA; suero
estéril de caballo, GIBCO.

3.1.3. EQUIPO.

Se utilizaron un Citdmetro de Flujo, modelo FacSort, Beckton Dickinson; lector de
ELISA marca BIORAD modelo 3550; Lector de centelieo, 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 21g’

Extracto de levadura 100m#

Suero Estéril de cabalio 200m#

Glucosa al 1% 20mr

Penicilina G 10,000 U.l./ mi

Acetato de Talio 0.075%"

Agua destilada 680mt!

Rojo de Fenol 0.05%"

pH72-74

b. ME agar. Todo lo anterior mas:

PPLO agar 3.5g"

Agua 70m!

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

alpha MEDIUM,SIGMA no.cat. M1018. PPLO caldo y agar.GIBCO.
La preparacion de soluciones amortiguadoras y otras formulaciones se encuentran

en el APENDICE.

! Estentizado en autociave a 121° C/15 min
x por can de 0224




3.2. METODOLOGIA.
3.2.1. Determinacion de las Unidades Formadoras de Colonias

Se inoculd el microorganismo en un tubo con 3 ml de caldo de medio edward (ME)
utilizando una sola colonia obtenida del crecimiento de! Mycoplasma en medio solhdo.
incubando el tubo posternormente a 37°C durante 10 dias para el M pulmoms y 2 dias
para el M capricolurm Despues de este tiempo el contenido de el tubo se vertio a una
Botellta Roux con 100m! de caldo de medio edward y se imncubo otros dias para despuss
de este tempo agregar 10 mi de este cultivo 3 otras 10 botellas Roux con 100mt det
mismo caldo ME y se continud la incubacion a la misma temperatura. Postenormente, se
mezclo el contenido de todas las botellas y se centrifugo a 5.000 rpm (Sorvall, rortor SS-
34) por 30 min y se lavo dos veces con SSF. La pastlla resultante se suspendio en 1mi
de caldo ME y se realizaron diuciones decimales seriadas del microorganismo en caldo
ME. Se inoculd por triplicado 1 pl de cada diluctdn en placas de petri de 15x100 mm que
contenian agar ME acomodando 4 a 5 diluciones por placa Después de la incubacion a
37°C durante los dias necesarios. Despues del periodo de incubacién, se contaron las
colonias en cada dilucion y se expresaron como unidades formadoras de colonias (UFC)

por mitititro

3.2.2. Caracterizacion Biolégica de las Cepas de Mp y Mc {Krieg and Hott,
1984).
3.2.2.1. Crecimiento a 34° v 38°C

Se inocularon placas de agar ME con
temperaturas a estudiar determinando posteriormente el grado de crecimiento

3.2.2.2. Crecimiento en condiciones aerobias y anaefobias

Se inocularon placas de agar ME con las dos cepas y se incubaron en condiciones
aerobias y anaerobias (jarras BBL Gas-Pack 100 anaerobic system con sobres de
anaerobiosis) a 37°C determinando posteriormente (3 dias y 10 dias respectivamente) et

las dos cepas y se incubaron a las

grado de crecimiento.

3.2.2.3._Adsorcion de Entrogitos de_Carnero.
Las cepas fueron inoculadas en agar ME y se
aparecieron colonias. Posteriormente se cubrieron con 0.5 ml de una suspensién al 0.5%

tncubaron a 37°C hasta que



de eritrocitos de carnero en SSF. Después de 30 min de incubacién a temperatura
ambiente los cuitivos se lavaron tres veces con amortiguador de fosfatos y se determind
la presencia de adsorcidn de eritrocitos de carnero a la superficie de las colonias.

3.2.2.4. Hemolisis,

La produccién de hemolisina se determindé por inoculacion de 102 UFC en agar ME
con 5% de EC. Los cultivos se incubaron a 37°C por el tiempo necesario y se detectd la
presencia de hemadlisis alrededor de las colonias.
3.2.2.5. Sensibilidad a antibidticos,

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 suspensidén de 10° UFC/mI. Las placas
se prepararon para la prueba humedeciendo un hisépo en el caldo con los
microorganismos y frotandolo en la superficie del agar. Cuando la superficie de la placa
se secd, se colocaron discos de papel filtro estériles presionandolos para asegurar el
contacto y se aplicaron 1.25 mg de eritromicina y 125 ug de tetraciclina en 25 p! 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, Disefio Experimental.

E! siguiente diagrama de flujo muestra la secuencia de las actividades

experimentales desarrolladas:

, Caracterizacion del efecto inmunomodulador]

[ Inmunidad Celular ’[ JllnmunidadHumc;ral
' animales infectados y no infectados J

- Valaores hemotolégicos - Respuesta de anticuerpos contra

- Efecto en Fagocitosis eritrocitos de carnero

- Rosetas espontaneas - Anticuerpos anti-Mp y anti-
membranas

|

Determinacion de los posibles mecanismos de inmunomodulacion

-Estimulacion linfocitica con mitégenos
- Porcentajes de subpoblaciones celulares
- Reaccion de hipersensibilidad retardada
- Interleucinas en suero
- Estimulacion de linfocitos T
- Estimulacion de linfocitos B
- Interleucinas producidas por linfocitos estimulados
- Examen histologico
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3.2.3. Produccidn de la enfermedad respiratoria créonica en ratones

Se nocularon 10° UFC de Mp en SSF a ratones machos Balb/c de
aproximadamente 25 a 30g por aeroschzacion. Los animales se colocaron en una camara
de aerosolizacion (diseffiada en el labaoratorno de Virologia de la Coordinacion de Estudios
de Posgrado de ia FES-Cuautittan) completamente sellada en la zona de exposicion de
ios ratones y con un conducto que conectaba a una trampa de alcohot al 70% en donde
burbujeaba el awve de salda de la camara, en [a cual permanecieron 15 min en un
ambiente saturado de aerosoles (el tempo y 1a concentracidn del microerganmnsmaos fuercn
previamante estandarnzados comprobandose ¢l desarroilo de la enfermedad observando

los signos y sintomas en los ammmales y por aislamrento del nucroorganismos de 1os

pulmones de los ammales comparandoios con pulmones de animales que no fueron
infectados) Los animales fueron sacrificados en un tempo determinado de acuerdo a las

necesidades del estudio realizado

3.2.4. Obtencion de suspensiones enriquecidas de membranas de Mc y Mp.
Se inoculd el microorganismo en un tubo con 3 mi de caldo de medio edward (ME)
utilizando una sola colonia obtenmida del crecimiento del Mycoplasma en medio sdlido.
incubando ef tubo posteriormente a 37°C durante 10 dias para el M. pulmonis y 2 dias
para el M. caprnicolum. DRespués de este tiempo el cantenido de e! tubo se vertio a una
Botella Roux con 100m! de caldo de medio edward y se incubo otros dias para después
de este tiempo agregar 10 mi de este cultivo a otras 10 botellas Roux con 100ml del
mismo caldo ME y se continud la incubacidn a la misma temperatura. Posteriormente, se
mezciéd el contenido de todas las botelias y se centrifugd a 10,000 rpm (Sorvall. rortor SS-
34) por 30 min y se lavd dos veces con SSF. La pastilla resultante se suspendio en 5 ml
de SSF y se aplicd el método de chogque osmotico utilizado por Razin (1964) el cual
consiste en transferir una suspension de ceélulas lavadas en NaCl 0.25 M (conteniendo de
10 a 20 mg de proteina celular por ml) a 50-100 volumenes de agua desionizada o
bidestilada precalentada a 37°C. Se realizé una centrifugacidon posterior a 10.000 rpm
(Sorvall, rortor SS5-34) con el fin de separar los microorganismos que auin estaban
completos y las membranas se colectaron, después de 15 min de incubacién, por
centrifugacién a 20.000 rpm (Sorvall, rortor SS-34) por 30 min. Las membranas se
lavaron consecutivamente en agua desionizada, después en NaCl al 0.05M en
amartiguador de fosfatos 0.01 M (PBS) pH 7.5, y con agua desionizada. Finalmente se
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almacenaron a -20°C en SSF (Razin, 1968). El contenido proteico det extracto se caiculd
utilizando 1a metodologia de Bradford (1976)

A) CARACTERIZACION DEL EFECTO INMUNOMODULADOR.

3.2.5. Efecto de 1a infecciéon por M. pulmonis y preparados membranales de
Mc y Mp en los valores hematologicos de ratones.

Se formaron 3 grupos de 5 ratones Balb/c. ¢! grupo 1 tue inoculado por inhalacién

con Mp como se indico anternormente. ¢l grupo 2 se inoculo subcutaneamente (SC) con
0.5 ml de preparacion de membranas conteniendo aproximadamente 100 pg/mt de
proteina celular y el tercer grupo se inocuio SC con 0.1 mi de SSF Se determinaron los
valores hematologicos del primer grupo a los 10 dias postinfeccion. del grupo dos 48 hr
después de la inoculacion y el grupo tres a las 48 hr Las mediciones hematoldgicas que
se realizaron fueron (ver Apéndice)

a) Conteo Celular para Células rojas

b) Conteo de Leucocitos

¢) Cuenta diferencial (polimorfonucleares y linfocitos).

d) Conteo de Plaquetas

3.2.6. Efecto de la infeccion por M. pulmonis y preparados membranales de
Mc en el peso del bazo de ratones.

Tres grupos de § ratones BALB/c machos de 2 meses de edad se inocularon por
aerosolizacion con Mp en la forma antes descrita. Al grupo 1 se le extrajo et bazo a la
semana del inicio de la infeccion, el grupo 2 fue estudiado a la segunda semana después
del inicio de la infeccidon y el grupo 3 se estudio a la tercera semana después del inicio de
la infeccién. Ademas a otros dos grupos de ratones se les inoculd una suspensiéon
membranal (con un contenido proteico de 100ug/mi) preparada de acuerdo al inciso 3.2.4.
fos cuales se sacrificaron 72 hr. después y se les removio 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 de la infeccion por M. pulmonis en la respuesta inmune contra
eritrocitos de carnero (EC).

Se wmnocularon 35 ratones con Mp, de la forma antes descrnita, para desarroliar 1a
enfermedad respiratornia cronica, a los cuales se les mnoculd al dia O (al mismo tiempo que
la inoculacion del microorgamsmo) 0 1ml de una suspension de entrocitos de carperc al
5%. Estos ratones se tueron sacrificando en grupos de 5 ales dias 0.3, 5.7, 14, 21y 28
obtermiendo muestras de sangre para determinar los titulos hemagiutinantes y porciento
de fagocitosis

3.2.8. Efecto de la inoculacion de membranas de Mp y Mc en la respucsta
inmune contra eritrocitos de carncro,

Se inocularon 70 ratones con 05 ml de preparados membranales de Mc (35) y Mp
{35) conteniendo 100 mg/mi de proteina celular, y e! rmismo dia con 0.1 mi de suspension
de eritrocitos de carnero al 5%, se sacnficaron en grupos de 5 ratones los dias 0, 3. 5, 7,
14, 21 y 2B obteniendose sangre para determinar los titulos hemaglutinantes

3.2.9. Efecto de la infeccion por M. pulmonis sobre la fagocitosis (Rose y
Bigazzi, 1973).
Se utilizaron muestras de sangre de los ratones agrupadcs en el inciso 3.2.6 para
calcular el porciento de fagocitosis utilizando ia siguiente metodclogia

a. Preparacion _de granulocitos Se obtuvo sangre completa fresca la cual se dejo

coagular sobre un portaobjetos limpio, se retird el coagulo cuidadosamente y se
favaron los granulocitos adheridos utilizando una gota de medio RPMI.
b.

Preparacién de levadura para pan. Levadura regular de pan se suspendid en solucidn
salina 0.9%. se coloco en autoclave a 120°C por 15 min., se filtré dos veces a través
de una gasa estéril y se ajustd a una densidad de 3.7 X 107 cels./ml.

c. Prueba de fagocitosis. Los PMN adheridos al portaobjetos se cubrieron con 200 pl de la
suspensiéon de levadura previamente opsonizada con anticuerpos. Se incubd la mezcla

30 min a temperatura ambiente y se contaron las céiulas que ingirieron mas de tres
levaduras.

d. Calculo del Porciento de Faqocitosis (%F):

No. de ceélulas con mas de tres particulas
ingeridas / numero total de granulocitos.



3.2.10. Efecto de !a inoculacién de membranas de Mp y Mc en el Porcionto de
Fagocitosis.

Se utilizaron muestras de sangre de los ratones agrupades en el incisao 3.2 7 para
calcular el porciento de fagocitasis utihzando la metodologia senalada en el inciso anterior
(2.9).

3.2.11. Efecto de la infeccion por Mp en la Eliminacién de Carbdon Coloidal
(Kaklamaniy col., 1991).

Cuatro grupos de 5 ratones 8alb/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 ibre
de pirdgenos. Al grupo 2 se le aphcd la técnica de ehminacion de carbon coloidal a la
semana del inicio de la infeccion, el grupo 3 fue estudiado con 1a misma técnica a la
segunda semana después del inicio de la infeccion y el grupo 4 se estudid a la tercera
semana después del inicio de 1a infecaién La técnica de ehminacion de carbdn ceoloidat
que se utilizé es la siguiente: cada raton se inoculd con una inyeccidn intravenosa de una
suspension de 0.3 ml de tinta china (ind:an ink, Rotring Art), precalentada a 37°C (1.6 mi
de tinta diluida en aprox. 8 4 m! de solucion de gelatina en NaCl al 1%) Se tomaron
muestras de sangre en intervalos de aproximadamente 0. 3. 7, 10 y 30 min del plexo
retroorbital (25 il de sangre en 2 mil de agua destilaca para lisar los eritrocitos). Al final se
midié la absorbancia de cada muestra a 650 nm. Las lecturas del jogaritmo de la
absorbancia graficadas contra el tiempo dan aproxixmadamente una linea recta y son un

indicador del grado de funcionamiento fagocitico del sistema reticuio endotelial

3.2.12, Efecto de la inoculacion de suspensiones membranales en Ia
Eliminacién de Carbén 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 Mc
respectivamente. El indculo fué de 0.5 ml de una preparacion con 100 mg/ml de protéina
celular, La técnica que se utilizd es la mencionada en el inciso 2.11, 1a cual se aplicd 24
horas después de la inoculacién 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 pirdgenos.
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3.2.13. Determinacion del titulo do anticuerpos anti-Mp durante la infeccién
respiratoria créonica de ratones (Barcenas y Rodriguez, 1990).

Se obtuvo suero de los grupos de ammales utlizados en el experimento del inciso
3.2.6 a los cuales les fueron determmados los titulos de anticuerpos contra Mp utilizando
la prueba de Dot-ELISA de la siguiente forma Se colocaron discos (6-7 mm de diametro)
de papel de nitrocelulosa sensibilizados previamente con el antigeno (50 pl de una
preparacien con 10 mg/ml de proteina celular de Mp en cada disco) en tubos de ensayo,
se agregaron 100 pl de las diluciones deil suero problema y se incubaron durante una
hora a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se lavaron jos discos tres veces con
750 pi de solucion TBS-Tween 20 al 0.05%. 1a tercera vezr se dejaron los discos 10
minutos con la solucién de lavado En seguida se agregaron 100 ul de la solucion de
conjugado (previamente titutado) a la dilucidon adecuada en TBS-leche descremada al 1%,

incubandose 1 hr a temperatura ambiente EI procedimiento de lavado descrito

anteniormente, se repitid luego de la incubacion con el conjugado. Por ultimo se
agregaron 150 pt de solucion de revelado («a-cloronaftol. ver apéndice). incubandose 30
min a temperatura ambiente. La solucién reveladora se descartd. se lavaron los discos
con TBS y se dejaron secar a temperatura ambiente. Los discos positivos se tifieron color
violeta, el titulo se definid como la Gitima dilucion de suero que enfrentada a discos

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

3.2.14. Determinacion del titulo de anticuerpos anti-Mp y anti-Mc después de
la inoculaciéon de concentrados de membranas de Mp y Mc en ratones

Balbl/c.

Se obtuvo suero de los grupos de animales utilizados en el experimento del inciso
3.2.7 a los cuales les fueron determinados los titulos de anticuerpos contra Mp y Mc

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

3.2.15. Efecto de la infeccion por Mp en la formacién de rosetas “E” (Mishell
y Shligi, 1980).

Se inocularon S ratones BALB\c machos con Mp como se describido anteriormente
para desarrollar la enfermedad respiratoria crénica y 5 ratones Balb/c inoculados SC con
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0.1 ml de SSF libre de pirogenos los cuales fueron sacrificados en el dia 10 post-infeccién
para obtener los bazos, los cuales fueron procesadas para determinar el porcentaje de

Rosetas Espontaneas bajo 1a tecmica siguiente
1. Se colocaron 0.9 mide EC en 2 tubos de 12X75 mm
2. Se anadieron 0. 1m! de células de bazo tratado a un tubo y 0. 1mi de suspension celular
de bazo normal al tubo

2

3. Se centrifugaron los 2 tubos a 500 rpm (Sorvall, rotor $8-34)durante 15 min en una

centrifuga clinica
Con una microppeta se resuspendid suavemente la pastila celular y se colocd una

alicuota pequena en un hematocitometro
Se contéd el numero de linfocitos con 5 o mas celulas rojas adherentes que estuvieron
presentes en los 4 cuadrados grandes. Se multipicd éste numero por 2500 para

determinar el numero de células positivas por 10" celulas del bazo

3.2.16. Efecto de la inoculacién de concentrados de membranas de Mp y Mc
en la formacion de rosetas “E".

Se formaron tres grupos de cinco ratones Balb\c machos de dos meses de edad
Dos de estos grupaos fueron inoculados SC con Mp y Mc respectivamente (0.5 m! de
suspension con 100 mg/mi de proteina celular) y uno fue inoculado con 0.1 m! de SSF
libre de pirdgenos. los ratones fueron sacrificados 24 hr después para obtener los bazos y
determinar el porcentaje de Rosetas espontaneas utilizando la téecnica mencionada arriba

(inciso 3.2.15.).

B) DETERMINACION DE LOS POSIBLES MECANISMOS DE
INMUNOMODULACION.

3.2.17. Efecto de las membranas de Mc sobre la estimulacion linfoblastica de
células del bazo de ratones Balb/c (Mishell y Shligi, 1980) .
Se obtuvo el bazo de tres ratones en condiciones estériles y se proceso de acuerdo
a la metodoigia mencionada en el apéndice con el fin de obtener una preparacién
homogénea de linfocitos. Estos linfocitos se purificaron por centrifugacion en gradiente de
Ficoll, usando el homogeneizado de bazo. La preparacion celular se ajustd a una
densidad de 5X10° cels./ml. y se agregaron 0.2 mi de esta preparacién en cada pozo de

una placa de cultivo con 96 pozos junto con 20 ul de la suspensidon de membranas en
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varias concentraciones (2.6, 5. 10 pg de proteinas celulares/ml) disueitas en medio RPMi-
1640, e incubadas en 5% CO; , 95% aire y humedad relativa de 90%. por 88 hrs. Las
células con solo medio sirvieron como el control para el nivel de estimulacion, 18 hr antes
del fin del periodo de incubaciéon. se anadié 0 17 pCi de timidina (H%) a cada pozo Las

células se cosecharon con un cosechador automatco y la cantidad de timidina

incorporada se cuantificé en un contador de centelleo beta (Beckman) La prueba se hizo

por triplicada

3.2.18. Determinacion de! Porcentaje de subpoblaciones celulares CD4+,

CD8+ y doble positivas en sangre, bazo y timo.
Se sacrificaron grupos de 5 ratones infectados a diferentes periodos de 1a infeccion,
de los cuales se extrajeron el timo, el bazo (trozos de estos Grganos se uitlizaron en el

estudio histolégico) y aproximadamente 2 ml de sangre por puncidon mtracardiaca. Al

mismo tiempo se sacnficaron 2 6 3 ratones no infectados que se ubtlizaron como

controles. Los timocitos se extrajeron por maceracion del timo, lavados 2 veces con SSF
libre de pirégenos. Las células de barzo se extrajeron por picado de este 6rgano en
condiciones estériles. separando los restos de tejido y pasando la suspension celular
resultante a traves de un volumen semejante de Ficoll-Hypaque para eliminar los
eritrocitos, la muestra de sangre también se separd por un volumen semejante de Ficoll-
Hypaque. Las suspensiones de leucocitos obtenidas en todos los casos se ajustaron a
una concentracion de 1x10° células/ml en una solucién amontiguadora conteniendo PBS

pH = 7.2 + glucosa 20 mM + 5% de suero de rata, y se siguieron los pasos que a

continuacién se mencionan:

a. Se diluyeron 5 ul del anticuerpo conjugado (anti-CD4 fluoresceinado y anti-CD8
rodaminado, SIGMA Co.) en 45 pl de P8BS (1:10) (estos valores se obtuvieron despueés
de realizar la titulacion correspondientes de los conjugados).

b. Para cada experimento se prepararon los siguientes grupos control: células sin

anticuerpos para la autofluorescencia; células con anti-CD4-FITC y células con anti-

CDB8-RPE, por separado para la compenzacion de colores.
Se incubaron durante 30 min. a temperatura ambiente, cubriendo los tubos con papel

2]

aluminio.
d. Se agrego 1ml de amortiguador diluyente que consistio de PBS = 7.2 + glucosa 20 mM

+ 0.5% de albumina sérica bovina.
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e. Se centrifugaron los tubos dos veces a 1000 rpm x 10 min

f. Se desacano el sobrenadante
Se resuspendio la pastlla en 0 250 m! de paraformaldemido o formaldehido al 2% en

g

PBS
h. Se leyeron las muestras por duphcado en un citdmetro de fluyjo (FacSort. Beckton

Dickinnson)

3.2.19. Determinacion de los niveles de interleucinas.
Se tomaron muestras de suero de los animales utitzados en el experimento descrito

en el inciso 3.2.18. las cuales fueron ulilizadas para cuantificar los niveles de interfeucina
4 (IL-4) e Interferon-y usando los sistermnas de ELISA. Intertest—-4x (IL-4) y Iintertest~-gamma
(IFN-v) producidos por los laboratorios Genzyme, Corp los cuales se desarrollan de la
forma descrita en el apéndice

3.2.20. Influencia de la infeccidon por M.pulmonis en la respuesta de
hipersensibilidad retardada (DTH) a albumina sérica bovina (ASB) inoculada

intraplantarmente a ratones (Cher y Mossman, 1987).

Se inocularon 30 ratones Balb/c machos por aerosolizacidn como se describio
anteriormente, dejando 20 ratones sin inocular como controles. Se inocularon 100 mg de
ASB en 1 mi subcutaneamente 7 dias antes de realizar la prueba, cumplido ese tiempo se
desafid el cojinete plantar derecho de los ratones con 100 ug de ASB para producir una
respuesta DTH. E! cojinete plantar izquierdo se usé como un control y se inoculd con
SSF. La inflamacion del cojinete plantar fue medida 24 hrs. después con un micrometro

{Mitutoyo. Japdn). El grado de reaccion se calculé de la siguiente forma:

Grado _de_reaccion (mm) = (grosor del cojinete después del desafio -

desafio) - grosor neto del cojinete

grosor del cojinete antes del

contralateral inyectado con SSF estéril.

3.2.21. Eliminacién de linfocitos T de suspensiones celulares de bazo
usando anti-Thy 1.2 y complemento (Fong y Mossman, 19380).

Se obtuvo una suspensién de bazo como se indica en el apéndice y se le sometid al
siguiente tratamiento: Las celulas de bazo de ocho ratones Balb/c no inmunizados, fueron
mezcladas y se eliminaron las celuias T incubando dos veces esta suspensién con un
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anticuerpo anti- Lyt 2.1 mas complemento de cobayo. Como control positivo, células de

bazo fueron incubadas por dos ciclos con Complemeto sclamente. Después del

tratamiento con complemento todas las poblaciones celulares fueron centrifugadas sobre
gradientes de Ficoll-Hypaque y se colectaron ias células viables de ia interfase. Para
establecer la eficacia de 1a deplecidn, se tomaron alicuotas de las celulas de bazo y se

analizaron con et citometro de flujo, utihzando anti-CD4 fluocresceinado y anti-CD8

rodaminado bajo et procedimiento descrito en el inciso 3.2.18

3.2.22. Determinacion de los niveles de Interleucinas producidos por
preparaciones de linfocitos T de animales sanos y animales infectados

separados con el Sistema Dynabeads y estimulados con diferentes
mitégenos.

3.2.22.1. Aislamiento de Linfocitos T

€l aislamiento inmunomagnético de células usando Dynabeads provee un método
rapido y confiable para el aislamiento de células Thy 1.2 positivas esta disenado para una
seleccion efectiva y separacion de célutas Thy 1 2 positivas a partir de una suspensidn
celuiar. Las células pueden aisiarse directamente de muestras de tejidos. Las perias son
prelavadas y anadidas directamente a la suspension celular conteniendo células Thy 1.2
positivas. Durante un periodo de incubacion 1as perlas enlazan a ias Thy 1.2 positivas y
después las células pueden ser aisladas usando un mecanismo magnético. Las células
seleccionadas negativamente en el sobrenadante pueden pipetearse Yy usarse
directamente en varias aplicaciones ya que estan sin alterarse. La forma de preparacion y
utilizacion de este sistema se puede encontrar en el apéndice.
3.2.22.2._Estimulacion de Linfocitos T con diferentes mitégenos
La preparacién celular se ajusta a una densidad de 5X10°%cels./ml. y se agregan 0.2 mi de
esta preparacién en cada pozo de una placa para cultivo de 96 pozos con fondo redondo
junto con 20 ul del mitégeno correspondiente o 1a solucidn a probar, disueltas en medio
RPMI-1640 y se incubaron en 5% CO; , 85% de aire, 95% de humedad y 37°C por 72 hrs.
Las células con solo medio sirvieron como el control de estimulacion.

3.2.22.3. Determinaciéon de las_concentraciones de_ Interleucinas en_sobrenadante de
cultivos de linfocitos,

Se desarrollo la metodologia descrita en el inciso 2.19 variando solamente el

diluyente utilizado que contiene el kit correspondiente y que reproduce la coloracién del
sobrenadante de cultivo.
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3.2.23. Determinacién de los niveles do Interfeucinas producidos por
preparaciones de linfocitos T de animales sanos y animales infectados
separados con el Sistema Dynabeads, estimulados con diferentes mitégenos
e incubados con ceélulas adherentes provenientes de sangre periférica.

Se utilizd la misma metodologia senalada en el inciso 3 2.23 paro las celulas de
bazo se incubaron en placas con una capa de celulas adherentes (previamente
preparada). para lograr esto se obtuvo aproxunadamente 3 mi de sangre de ratdn que se
colocd en Ficoll para separuar los leucocitos los cuales se ajustaron a 1x10" cels/mi con
medio RPMI-1640 con 2% de SFB. postenoremente se agreqo 100! de esta suspensidn
a una placa de 96 poros con fondo redondo. Esta placa se incubo por 30 mun a 39°C y
5% de CO,, después de este iempo se retiro curdadosamente el medio de cultivo con las
células no-adherentes de los pozos y se procedid a colocar en elics fa suspension de

células para ser estimutadas con diferentes productos

3.2.24. Estudio Histoldgico de pulmdn, timo y bazo de ratones Balb/c en
diferentes etapas de infeccion.

Se realizd el anahisis histologico de muestras de pulmon, tmo y bazo de ratones

Balb/c a diferentes etapas de la infeccion (inciso 3.2.18). para esto se tomaron trozos de

aproximadamente 1.5 cm® del érgano y se depositaron en formol al 10% en PBS
(formalina). Se realizaron cortes mediante inclusion en parafina de aproxtmadamente 5um
de grosor, de los tejidos fijados previamente ccn formalina. Se tiferon con la técnica de
hematoxilina-eosina para posteriormente ser montados con resina (SIGMA).

3.3. Analisis Estadistico.
Los resultados de todos los experimentos fueron analizados para determinar su

significancia estadistica. utilizando una prueba t-student para muestras pequenas con un
a 95% de confianza (p = 0.05), determinando con eslo los intervaios de confianza para
cada variable estudiada. En los puntos mas criticos la determinacion de la significancia
estadistica se realizd utilizando una técnica de comparacion de medias por pruebas de

hipétesis, con un nivel de confianza del 95% (Hurley y col., 1986).
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4. RESULTADOS.

£1 siguiente capitulo presenta los resultados obtenidos siguiendao la metodologia
descrita en el capitulo anterior. los cuales s¢ muestran siguiendo la misma secuencia en
que fueron descritos
4.1. Caracterizacion Biolégica de las Cepas de M. pulmonis y M. Capricolum.

El cuadro 4 muestra los resultados obtentdos en las pruebas realizadas para
identificar las cepas de microorgarmismos utilizadas

VARIABLE Mp Mc
Crecimiento a 34 °C + +
Crecimiento a 38 °C - +
Crecimiento aerobio + +
Crecimiento anaerobio + +
Inhibicion del crecimiento + +
Hemadsorcién de GRB + -
Produccion de hemolisina + +
Sensibilidad a eritromicina + +
Sensibilidad a tetraciclina + +
Mo = pu MC -

Cuadro 4. Caracterizacion Bioldégica de los Mycoplasmas

A) CARACTERIZACION DEL EFECTO INMUNOMODULADOR DE
LOS MICOPLASMAS

4.2, Efecto de 1a infeccidén por Mp y preparados membranales de Mc y Mp en
los valores hematologicos de ratones Balb/c.

Los valores hematolégicos encontrados se muestran en los cuadros 5, 6 y 7; 1a
figura 1 muestra la representacidn grafica de los valores hematolégicos en animales
tratados y controles. Se resalta que existid un aumento general en la cantidad de las
poblaciones celulares estudiadas en los animales inoculados con suspensiones
enriquecidas de membranas de M. capricolum , sobre todo en las plaquetas y linfocitos.
Este aumento también se encontré (en mMenor proporcidon) en animales infectados.
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4.3. Efecto de la infeccién por Mp y preparados membranales de Mc en el
peso del bazo de ratones Balb/c.

£€i cuadro 8 contiene los valores de peso de arwmales infectados e inoculados con
fos cuates después se muestran en el tistograma de la figura 2. Se observa

membranas
bazo de ammales infectados y ammales

un incremento significativo ¢n el

peso del
inoculados con suspensiones membranales comparados con los valores de peso de bazo

de animale inoculados con solucidon salina fisiologica (SSF)

mSSF
BINFECTADOS
O NEMBRANAS

NIVELES

503888883888

Figura 1'. Efecto en los valores hematologicos de ratones Balb/c, de la infeccion con AL
pulmonis y la inoculacion de preparados de membranas de Mycop/asma. Los valores en
los animales infectados se determinaron a los 10 dias post-infecciéon con M. pulmonis
desarrollada através de la aerosolizacion de estos animailes con 5ml de una suspensién
de 10° UFC/ml! y animales inoculados con 1mi (100mg de proteinas/ml) de suspensiones
enriquecidas de membranas de M. pulmorus y M. capricolum

‘e 8 = Gidbulos Blancos x 10*mm>. P = Plaquetas x 10 PMN = Poimorfonucieares ('/.) G R = Glopulos Rojos X 10%
de =00

fmm*; L = Unfocitos (%) Las barras de eror anza. p=
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Figura 2' . Efecto de la infeccién con M. pulmonis 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 ratén) de animales en diferentes etapas de la infeccion con M.
pulmonis desarrollada através de la aerosolizaciéon de estos animales con 5ml
de una suspensién de 10° UFC/ml y animales inoculados con 1mi (100mg de
proteinas/ml) de suspensiones enriquecidas de membranas de M. pu/monis y

M. capricolurn.

7

Mp. =

: Las barras de eror Muestran los

intervaios da confianza. p=0.05
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4.4. Efecto de la infeccion por M. pulmonis en la respuesta inmune contra
eritrocitos de carnero (EC).

Los cuadros 9 y 10 contienen los valores del tituio de anticuerpos anti-entrocitos
(EC) de carnero de animales control (inoculados con solucién salina fisiolégica) y
animales infectados con M pulmoris en diferentes etapas de la infeccion. Todos los
datos obtenidos se presentan graficados en la figura 3. En la cual se detecta una
depresion de la respuesta inmune contra los EC notable en los animales infectados desde
el dia 5 post-infeccion, que se hace estadisticamente significativa con respecto a los

controles a partir del dia 7 hasta el final del expenmento

4.5. Efecto de la inoculacion de membranas de M. pulmonis y M. capricolum
en la respuesta inmune contra eritrocitos de carnero (EC).

Las cuadros 11 y 12 muestran los valores de los titulos de anticuerpos anti-EC en
animales inoculados con suspensiones enriguecidas de membranas de M. pu/monis y M.
capricolum. Estos animales montan una respuesta de anticuerpos mas rapida (inicia en el
dia 5) y mas elevada (que el grupo control), pero menos prolongada y sin diferencia

estadistica con respecto a los controles.
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Figura 3'. Efecto de la infecciéon con M pu/morus y la inoculacion de preparaciones
de membranas de Mycoplasma en los niveles de anticuerpos aglutinantes anti-
eritrocitos de carnero. Las suspensiones enriquecidas de membranas de
provinieron de M. pu/monis y M. capricolurn. los animales controles fueron
inoculados con solucion salina fisioldgica. Sdlo se muestran los intervalos de
confianza de los controles y el grupo infectado

! ssF = sanna - mp = de : Mc =
. 38 Muetran tas LaT3s o omor 8n Cos de los grupos, las cuales muestran los intervaios de

capncoium.,  solo
confianza. p « 005




4.6. Efecto de la infeccion por M. pulmonis en el porciento de fagocitosis.

El cuadro 13 muestra los valores del porciento de fagocitosis (ver inciso 2.9.d) de
ratones Balib/c durante diferentes etapas de la infeccidn por M. puimorus, los cuales son
representados en el histograma de la figura 4. Se destaca una depresion en la actividad

fagocitica durante los dias 7 y 14 post-infeccidon.

4.7. Efecto de la inoculacién de membranas de M. pulmonis y M. capricolum
en el porciento de fagocitosis.

El cuadro 14 contiene los valores del porciento de fagocitosis (%F) de animales
infectados (10 dias de infeccién) con M. pulmonis y animales inoculados con
suspensicnes enriquecidas de M. pulmonis y M. capricolurm y la figura 5 representa estos
valores en un histograma, en el cual sobresale la depresidn estadisticamente significativa
en el %F de los animales a los 10 dias de infeccidn lo cual coincide con los datos de la
figura 4, en donde la depresion de la funcién 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 contraoles.
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PORCIENTO DE FAGOCITOSIS

eccién Por M.

' . gfecto e el porc»’ento de f:)gocntosis en ta inf
represen(a os valores del porclento de
etapas de 2 infeccion por
con mMas de 2

Figura 4
£1 Histograma

n diterentes

e células

pulmors

fagocitosis de animales €

pulmonis . porciento de fagacitos:s = Na. d

paniculas ingeridas No. total de granulocitos (p= 0.05}).
a p=008

sontan lo3 ntervaios e corfiat
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20

10

PORCIENTO DE FAGOCITOSIS (4F)

[+]

TRATAMIENTO

Figura §' . Histograma que representa los valores de Indice Fagocitico de
animales infectados con M. pulmonis .a los diez dias de infeccidn y animales
72hr después de haber sido inoculados con suspensiones enriquecidas de

membranas de M. pulmonis y M. capricolum.

Mc = de

! SSF = salina Mp de Ay
capricoium . las barras de error represantan las intervalos de confianza , p = 0 05.
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4.8. Efecto de la infeccién por M.pu/monis en 1a eliminacién de carbon
coloidal.

La prueba de Eliminacién de carbén coloidal (ECC) se realizd de acuerdo a lo
establecido en la metodologia, en los cuadros 15, 16, 17, 18 y 19 se muestran los valores
de absorbancia a 650nm a diferentes tiempos (0. 3, 7, 10, 30min después de la
inocutacion de carbon coloidal) de sangre de animales e;'m diferentes etapas de infeccion
con M. pulmonis y animales inoculados con scolucion salina fisiolégica utilizados como
controles. Se observa una variacién muy pronunciada en los valores de ECC en los

animales con una semana de infeccion.

—— SSF

—O— 1 SEM INFEC.
—a— 2SEM INFEC.
—x—3 SEM. INFEC.

Log ABSORBANCIA

MINUTOS

Figura 6€'. Efecto de Ia infeccidon por M.pulmonis en la eliminacién de carbén
coloidal. La grafica representa la variacion de los valores de absorbancia a
650nm de muestras de sangre de ratones Balb/c en diferentes etapas de la
infeccidon por M. pulmonis y animales inoculados con solucion satina fisiologica
(controles).

! SSF = Solucion salina fsicidgica’ 1as barras de emor represantan los intervalos de confianza obterwdos de
jos logantmos de las absorbancias, p = 0.05
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4.9. Efecto de {a inoculacién de suspensiones membranales en Ia
eliminacién de carbén coloidal.

Los cuadros 20.21.22.23 y 24 contienen los valores de absorbancia de muestras
de sangre de ratéon a diferentes tiempos de haber sido inoculados (72hr antes de la
prueba) con suspensiones enriquecidas de membranas de M. pulmonis y M capricolum
La figura 7 muestra una variacion estadisticamente significativa entre la eliminacion de
carbén coiloidal de los controles y los ratones inocutados con preparados membranales de
Mp. En el caso de los ratones inoculados con Mc se detecta graficamente un cambio en la

velocidad de eliminacion, sin embargo este no es estadisticamente significativo.

-0—-S8SSF
—o—Mp
—a— Mc

Log ABSORBANCIA

MNUTCS

Figura 7" . Efecto de la inoculacién de suspensiones membranales en la
eliminacion de carbdn coloidal. La grafica representa la variacion de los
valores de absorbancia a 650nm de muestras de sangre de animales
inoculados con suspensiones enriquecidas de membranas de M.
pulmonis y M. capricoflum, 72hr antes de realizarse la prueba. Los valores
graficados son el promedio de las mediciones obtenidas con 5 ratones
Balb/c.

‘Mo = de M. Mc = ce M.
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4.10. Determinacién del titulo de anticuerpos anti-M. pulmonis durante la
infeccion respiratoria crénica de ratones Balb/c.

El cuadro 25 contiene los valores de los tituios de anticuerpos especificos contra

M. pulmonis en ratones durante diferentes etapas de la infeccion. Estos titulos fueron

determinados por la prueba de DOT- ELISA. La figura B muestra la forma grafica de los
los niveles muy bajos de anticuerpos

niveles de estos valores en donde destacan

especificos que alcanzan estos animales a lo largo de todo ei periodo de infeccidon

determinado.

4.11. Determinacion de! titulo de anticuerpos anti-M. pulmonis y anti-M.
capricolum después de la inoculacién de concentrados de membranas de
M. pulmonis y M. capricolum en ratones Balb/c.

En el cuadro 26 se muestran los valores promedio de titulos de anticuerpos
especificos de al menos 5 ratones inoculados con membranas de M pulmonis y M
capricolum, determinados por la prueba de DOT-ELISA. En ambos casos los titulos se
elevan rapidamente (comparados con los animales infectados). manteniéndose en niveles
relativamente attos durante todo el periodo de estudio (figura 8).

W INFECTADOS

g =
& 200
wr
3 150 I I
Ex - I
ZE 10
5 jI -' J
S J ii
I
S o --_. -H% L . ‘
= [+] 3 5 7 14 21 28
E
DAS

Figura 8' . Titulos de anticuerpos especificos en ratones Bailb/c en diferentes
etapas de la infeccién con M. pu/monis y ratones inoculados con suspensiones
enriquecidas de membranas de M. pulmonis y M. capricolum, determinados

por Dot-ELISA.
ias barras de eror representan lkos

Mc = as de M

Pmp o= Ga A
intervalos de confianza.. p = 0 05
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4.12. Efecto de la infeccion por M. pulmonis y la inoculacién de membranas
de M. puimonis y M. capricolum en la formaclién de rosetas “E*.

Ei cu:jidro 27 muestra los porcentajes de celulas formadoras de rosetas
espontaneas (E) en ratones bajo diferentes upos de tratamiento. los cuales son
representados en un histograma en Ia figura 9 Se encontrd que en anunales con 10 dias
bajos que los controles inoculados con

de infeccion los porcentajes fueron mas

suspensiones enriquecidas de membranas de
embargo estas variaciones no fueron estadisticamente significativas

60 y
- .
40 L
20 L
10 =3
o
Mp Mc ‘

SSF

A puimonis (Mp) y M capricolum (Mc) Sin

PORCENTAJE
8

TRATAMIENTO

Figura 9' . Porcentajes de células formadoras de Rosetas “E” en ratones Balb/c
machos con 10 dias de infeccién con M. pu/moms y animales inoculados con

membranas de M. pulmonis y M. capricolum.

Ias Bares de error representan ios Ntervalos

'Mp = s de M Me = de M.
de conflanza. p = 0.05
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B) DETERMINACION DE LOS POSIBLES MECANISMOS DE
INMUNOMODULACION

4.13. Efecto de las membranas de M. capricol/um sobre los linfocitos de bazo
de ratén (cuantificadas de acuerdo al contenido proteico).

En el cuadro 28 se muestra el efecto mitogénico de las membranas de M.
capricolum, cuantificados por el método de incorporacion de timidina. Se observé
que {as membranas indujeron la proliteracién celular de los linfocitos de bazo. Este
efecto fué proporcional a la cantidad de membrana utliizada como lo mustra la

figura 10.

N
3 B

CPMX 1000
&

-
o

L]

O e e e et m e = o et e o s ]
10

o 2.5 s
CONTENIDO PROTEICO (ug/mi)

Transformacién blastoide de linfocitos de bazo de ratones Balblc sanos
ida de de

Figura 101 .
expuestos a d"or.ntos cantidades de suspensién enriq
de acuerdo a su contenido protelco‘

1 CPIt = cuentas por minuto; las Darrss Ge error representan los intervalos de confianza, p = 0.06.
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4.14. Efecto de la infeccién por M. pulmonis en la prueba de
hipersensibilidad retardada (DTH) en ratones Balbl/c.

E! cuadro 29 muestra los valores del grado de reaccion (inflamacién) de
ratones Balb/c en diferentes estados de la infeccion con M. pulmonis. Los valores
se obtuvieron de acuerdo a los calculos descritos on la seccion de métodos,
realizando la prueba por triplicado. La figura 11 muestra que los animales

infectados sufrieron una depresion pronunciada en la respuesta DTH contra
albumina sérica bovina, efecto que tuvo en el dia 30 un indicio de recuperacién

pero que después volviod a descender aun mas que la depresién inicial.

—o— INFECTADOS

—O— N 1
— oas O INFECTADOS
€
£
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G 0.3s
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@ o1
I o
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E
o . : . : . .
o 10 20 30 40 &0 80 100

DIAS POST-INFECCION

Figura 111, Efecto de la infeccién por M. pulmonis en la prueba de
hipersensibilidad retardada (DTH) en ratones Balb/c. La prueba de
Hipersenslbilidad retardada {DTH) fué realizada en cojinete plantar de ratones
Baib/c, utilizando albamina sérica bovina como antigeno.

1 DTH = Hipersensibilldad retardada; ASB » Albimina Sérica Bovina: las barras de error representan los Intervalos
de conflanzs, p = 0.08.
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4.15. Efecto de la infeccidn con M. pu/monis en los niveles de Interleucina-4
en suero de ratones Balb/c.

Los valores de absorbancia en la prueba de ELISA para la deteccion de L4 en

suero se muestran en el cuadro 30. los cuales son graficados en la figura 12 Es
sobresaliente en estos datos la elevacion de la concentracion de esta citocina en los dias

24 y 38 que aparentemente corresponden a ta zona de depresidon en la reaccion de

hipersensibilidad retardada

—O— INFECTADOS
~&— NO INFECTADOS

0.25

ABSORBANCIA
o
&

o] 10 15 24 38 a6 51 &80 75
DIAS POSTINFECCION

Figura 12" . Efecto de la infeccién con M. pulmonis en los hiveles de Interleucina-4
en suero de ratones Balb/c. La grafica representa las absorbancias obtenidas en
suero ratones Balb/c utilizando el kit Intertest-4x (Genzyme). Las determinaciones

se hicieron por duplicado.

. p = 00S.

! Las barras de error repr tos i de
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4.16. Efecto de las infeccion con M. puimonis en los niveles de Interferén-y

en suero de ratones Balb/c.
Los valores de absorbancia en la prueba de ELISA para la deteccion de IFN-y en
suero se muestran en el cuadro 31 Es de notarse und elevacion en ta IFN-y en sangre al
dia 15 que disminuyo paulatinamente hasta llegar a niveles mas bajos de los normales y
manteniéndose ahi hasta el fin del estudio. La disminucion de IFN-v comncdio con la

elevacion de IL4 en los sueros de los mismos animales estudiados

—t— INFECTADOS
—a— NO INFECTADOS

ABSORBANCIA

10 15 24 38 46 51
DIAS POSTINFECCION

Figura 13" . Efecto de las infeccién con M. pulmonis en los niveles de Interferéon-y en
suero de ratones Balb/c. La grafica representa las variaciones de la concentracion en
suero de IFN-y en diferentes etapas durante la infeccion de ratones Balb/c con M.
pulmonis. Las determinaciones se hicieron por duplicado utilizando el kit Intertest-y

(Genzyme).

. P =005

! Las barras de error los de
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ta grafica 14 muestra una comparacién de los niveles de IL-4 e IFN-y en suerc de
animales en el transcurson de una infeccidn con M. pulmonis.

< 04
[&]
a3 n

;Zg 1.4
& a2 ~—~1EN
o Q1 i
m

< o . .

0 1 1B ™ B s 51 €@ 75

DIAS POSTINFECCION

Figura 14. Grafica que representa la comparacion en los niveles de IL-4 e IFN-y en suero
de animales en diferentes etapas de la infeccién con M. pulmonis.
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4.17, Efecto de la infeccién con M. pulmonis el nivel de Interleucina-10 en
suero de ratones Balb/c.

Et cuadro 32 muestra los valores de absorbancia de muestras de suero de cinco
ratones Baib/c infectados y no infectados que se pradujeron al detectar IL-10 utitizando un
Kit de ELISA (R&D systems) En estos resultados se puede observar que los niveles de
esta interfeucina se encuentraron elevados (con diferencia estadisticamente sigruficativa)

en los ammales que presentan uni infeccidn cronica

ia prueba de ELISA (R&D systems) para detectar la

Cuadro 32. Absorbancia de
concentracion de IL-10 en suero de § ratones Balb/c infectados (60 dias) y no infectados

con M pulrmions
NO INFECTADOS

INFECTADOS
(Absorbancia) {Absorbancia)
0.248 + 0.017 ] 0.006 + 0.001

4.18. Efecto mitogénico de las membranas de M. pulmonis en preparaciones
tratados con anti-Thy 1.2. y

de linfocitos de bazo de ratones normales
complemento.
El cuadro 33 muestra los valores de incorporacion de timidina de células de bazo

de ratones normales sujetos a tratamiento con «-Thy1.2+C’ para eliminar mas del 90% de

linfocitos T y dejar basicamente una pobiacion elevada de linfocitos B. A la preparacién
resuitante se le estimuld con una suspension enriquecida de membranas de M. pu/monis.

4.19. Efecto mitogénico de la Fitohemaglutinina (PHA) en los linfocitos de
bazo de ratones normales tratados con anti-Thy 1.2 y complemento (C).

El cuadro 34 muestra los valores de incorporacion de timidina de cétulas de bazo
de ratones normales sujetos a tratamiento con a-Thy1.2+C para eliminar mas del 80% de
finfocitos T y dejar basicamente una poblacion elevada de linfocitos B. A la preparacon
resultante se le estimuld con fitohemagiutinina. La figura 15 representa graficamente Jos
wvalores obtenidos, encontrandose que las preparaciones celulares tratadas con anti-Thy-

C aun son estimuladas con PHA, lo que indica que posiblemente las poblaciones T que
no se eliminarcon fueron estimuladas, impidiendo observar si los linfocitos B fueron

estimulados.
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Figura 15'. Transformacién blastoide de suspensiones de céluias de bazo tratadas y no
tratadas con anti-Thy1.2+C, utilizando una suspension enriquecida de membranas de M.

puimonis y PHA como mitégenos.

' PHA = Fnohom.gmunma CPM = Cuentas por minuto, C'= Complemento. (as baras de effor representan los
de conflanza. p = 0.05
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4.20. Incorporacién de Timidina-H® de linfocitos de bazo de animales usando
M. pulmonis y PHA como mitégenos.

El cuadro 35 muestra los valores de 1a transformacion blastode de ceiulas de bazo
de ratones Balb/c durante diferentes etapas de la infeccion con M pulmornis usando
fitohemaglutinina como mitocgeno La figura 16 es una grafica de las varnaciones en |a
ncorporacion de tinudina durante la tansformacion blastoide, observandose que existe
una depresion on la respuesta a mitogenos en los arimales con 38 dias de infeccion,
efecto que se produjo con los dos mitogenos probados, sin embargo el fenomeno en

ambos casos no es estadisticamente significativo (p = 0 05)

£ Tug de prot Mp /pozo

35
M 1ug PHAJ pozo

CPM X 1000
o

[+

o] 10 15 24 a8 46 S1 60 75 DIAS POSTINFECCION

Figura 16’ . incoproracion de timidina tntiada de ceélulas de bazo de ratones Balb/c en
diferentes etapas de la infeccion con M pul/monis. Los mitégenos utilizados fueron una
suspension enriquecida de membranas (medidas por su contenido protéico) y la PHA
{1ug/pozo).

' CPM = Cuentas por minuto. Mp = M as de M . PHA = umna. las barras de eror
representan ios inlenvaios de confianza, p = 005

59




4.21. Peso del timo de ratones Balb/c en diferentes etapas de la infeccién

con M. pulmonis.
E! cuadro 36 muestra el peso del timo de animales
etapas de infeccion. Es de hacerse notar la poca diferencia de Jos valores a lo largo del

mnfectados. en diferentes

periodo de minfeccion (significancia estadistica nula)

Cuadro 36. Peso del imo de ratones Balb/c en diferentes etapas de la infeccion

conM pulmoms

Dia de o 10 15 2 38 a6 51 60 75
Infeccion [
Peso del 0148 0.102 0098 0095 0086 0090 0089 0099 0099
Timo (g) +0.02 002 2010 001 2002 200! +£002 2001 =001

4.22. Efecto de la infeccion con M. puimonis en los niveles de celulas CDB+
en Timo de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo.

El cuadro 37 muestra los valores de porcentajes de células CD8+ en el timo de
ratones Baib/c durante diferentes etapas de la infeccidn con M pu/monis. La figura 17
representa estos valores mostrando graficamente las wvariaciones, observandose en
general valores menores que en Ios animales controles no infectados, sobresaliendo una
elevacion del porcentaje el dia 46 para recuperar los niveles iniciales el dia 60. No hay
significancia estadistica a lo largo del proceso infeccioso, incluso los porcentajes se

traslapan en algunas zonas (p = 0.05).
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Figura 17’ . Cinética del efecto de la infeccién con M. pulmonis en los porcentajes
de celulas CD8+ en Timo de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo

utilizando anti-CD8 rodaminado (SIGMA)

! Las barras de efror reprasentan ios intervaios de confianza, p = 0.05.
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4.23. Efecto de la infeccidn con M. pulmonis en los niveles de celulas CD4a+
en Timo de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo.

El cuadro 38 muestra los valores de porcentajes de células CD4+ en el timo de
ratones Balb/c durante diferentes etapas de la infeccibn con M. pulmonis. La figura 18
representa estos valores mostrando graficamente las wvariaciones. observandose en
general valores menores que en los animales controles no infectados. sobresaliendo una
elevacion del porcentaje el dia 46 para recuperar los niveles iniciales el dia 60.

DCONTROLES
®INFECTADOS

40 -
20 -

?ﬂaﬂﬁﬁ L

24 3B L ] 51
DIAS POSTINFECCION

PORCENTAJE

Figura 18" . Cinética del efecto de !a infeccion con M. pulmonis en los porcentajes
de celulas CD4+ en Timo de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo
utilizando anti-CD4 fluoresceinado(SIGMA)

! Las barras de eror representan los intervalos de confianza, p = 0.05.



4.24. Efecto de la infeccién con M. pulmonis en los niveles de celulas doble
positivas (CD4+ y CD8+) en Timo de ratones Balb/c determinados por
citometria de flujo.

E! cuadro 39 muestra los valores de porcentajes de células doble positivas (CD8+
y CD4+) en el timo de ratones Baib/c durante diferentes etapas de la infeccion con M.
puimonis. La figura 19 representa estos valores mostrando graficamente las variaciones,
notandose en general valores menores en el grupo infectado (estadisticamente
significativos. p = 0.05) que en los arnimales caontroles no infectados, sobresaliendo una
disminucidn del porcentaje a partr del dia 38 que se recupera paulatinamente hasta el dia
60.

O INFECTADCE

M

Figura 19' . Cinética del efecto de la infeccidn con M. pulmonis en los porcentajes
de celulas CD8+ en Timo de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo
utilizando anti-CD8 rodaminado (SIGMA) y anticuerpos anti-CD4 fluoresceinado
(SIGMA).
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! Las berras de error os ce p =005
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4.25. Nivoles de células CD4+, CD8+ y doble positivas en timo de ratones en
diferentes estados de infeccidn, determinadas por citometria de flujo.

La figura 20 muestra graficamente la comparacién de las variaciones de los
porcentajes de ceélulas CD8+, CD4+ y doble positivas en timo, destacandose los cambios
qQue sufren los valores a partir del dia 46 postinfeccion como se ha sefialado en los incisos

anteriores.

PORCENTAJE

o] 0 1B 24 3B 46 51 e 75
DIAS POST INFECCION

Figura 20" .\Valores de porcentajes de células CD4+ y CD8+ en timo de animales en
diferentes etapas de la infeccidn con M. purmoriis.

. p = 0.05

! Las bamas de error ios i de



4.26. Efecto do la infeccidon con M. pulimonis en los niveles de celulas CD8+
en sangre de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo.

E! cuadro 40 muestra los valores de porcentajes de células CD8+ en fa sangre de

La figura 21

ratones Balb/c durante diferentes etapas de la infeccion con M. pulmoris
valores

muestra graficamente las vonaciones eslos valores, notandose en general
menores que en los animales controles. sobresaliendo una elevacion del porcentaje al dia

§1 para recuperar los niveles iniciales al dia 60

OCONTROLES
MINFECTADOS
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Figura 21' . Cinética del efecto de la infecciéon con M. pulmonis en los porcentajes
de ceiulas CD8+ en sangre de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo

utitizando anti-CD8 rodaminado (SIGMA).

! Las barras de error representan os intervaios de confianza. p = 0 0%
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4.27. Efecto de la infeccion con M. pulmonis en los niveles de celulas CD4+
en sangre de ratones Baib/c determinados por citometria de flujo.

El cuadro 41 muestra los valores de porcertajes de células CD4+ en la sangre de
ratones Baib/c durante diferentes etapas de la infeccion con M puimorus  La figura 22
representa estos valores mostrando graficamente las varinciones, notandose en general

valores semejantes a los animales controles no infectados. sobresalkendo una

disminucion del porcentaje ef dia 51

T

15 24 B 46 51
DIAS F’OSTINFECCION

OCONTROLES
BRINFECTADOS

PORCENTAJE
oB 888

Figura 22' . Cinética del efecto de la infeccién con M. pulmonis en los porcentajes
de celulas CD4+ en sangre de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo
utitizando anti-CD4 fluoresceinado (SIGMA).

. P = 005

! Las barras de eor tos. s de
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4.28. Niveles de células CD4+ y CD8+ en sangre de ratones en diferentes
estados de infeccion, determinadas por citometria de flujo

La figura 23 nos muestra la comparacion de los porcentajes de células CD8+ y
CD4+ en sangre a lo iargo del periodo de infeccion, destacandose los cambios que sufren

los valores a partir del dia 51 postinfeccion como se ha senalado en 10s \nci1sos anteriores.

——-CD 8+
-0~ CD 4+

PORCENTAJE
o3388

o}

10 15 2] B I <] 51 a0 o
DIAS POSTINFECCION

Figura 23' . Cinética del efecto de la infeccién con M. puimonis en los porcentajes
de celulas CD8+ y CD4+ en sangre de ratones Balb/c determinados por citometria
de flujo utilizando anti-CD8 rodaminado (SIGMA).

' Las bamas do ermor representan ilos intervaios de confianza. p = 0.05,
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4.29. Efecto de la infecclon con M. pul/monis en los niveles de celulas CD8+
en bazo de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo.

cuadro 42 muestra los valores de porcentajes de célutas CD8+ en el bazo de

El
de 1a infeccion con M puimorts  La figura 24

ratones Balb/c durante diferentes etapa
representa estos wvalores maostrando graficamente las vaniaciones, notandose en gencral

valores semejantes a los animales controtes no infaectiados

M0

15 24 B a4 o5
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Figura 24’ . Cinética del efecto de la infeccion con M. pulmonis en los porcentajes
de celulas CD8+ en bazo de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo
utilizando anti-CD8 rodaminado (SIGMA).

.p =005

! tas baras de emor os
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4.30. Efecto de la infeccion con M. pulmonis en los niveles de celulas CD4+
en bazo de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo.

Ei cuadro 43 muestra los valores de porcentijes de celulas CD4+ en el bazo de
ratones Balb/c durante diferentes etapas de la infeccion con Al puirnorns  La figura 25
representa estos valores mostrando gratcamente las vanaciones, notandose en generai

valores semejantes a los animales controtes no infectados

OCONTROLES
BRINFECTADOS

PORCENTAJE
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Figura 25" . Cinética del efecto de la infeccion con M. pulmonis en los porcentajes de
celulas CD4+ en bazo de ratones Balb/c determinados por citometria de flujo utilizando
anti-CD4 fluoresceinado (SIGMA).

! Las barras de error repe os ge .p %005
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4.31. Niveles de células CD4+ y CD8+ en bazo de ratones en diferentes
estados de infeccion, determinadas por citometria de flujo.

La figura 26 nos muestra graficamente la comparacion de los porcentajes de

células CD8+ y CD4+ en bazo en diferentes periodos de la infeccidn, en los cuales

observamos que no hubo variaciones en los valores entre los animales infectados.

—Oo—-CDB «~
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Figura 26. Cinética del efecto de 1a infeccidn con M. puimonis en los porcentajes de
celulas CD8+ y CD4+ en bazo de ratones Balb/c determinados por citometria de
flujo utilizando anti-CDB rodaminado y anti-CD4 flucresceinado (SIGMA).
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4.32. Relacién de las células CD4+/CD8+ en timo, sangre y bazo de ratones
en diferentes estados de infeccién, determinadas por citometria de flujo.

Ei1 cuadro 44 muestra la relacién en los valores de porcentajes de células CD4+
con los de ias celulas CD8+ en los 3 organos de animales infectados estudiados La
figura 27 nos muestra estos en forma grafica. observandose que existen dos etapas de la
infecaidn en los que se producen cambios en la relacion CD4/CD8 que son los dias 10,

15, 51 y 60 lo cual corroboraria el concepto de recurrencia caracteristica de las

enfermedades causados por estos MICroCrganismos

—o0—TIMO
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Figura 27. Cinética de la relacion entre células CD4+/CD8+ en timo, sangre periférica y
bazo de animales infectados con M. pulmonis, en diferentes etapas de la infeccién.
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4.33. Estudio del efecto mitogénico de diferentes preparaciones sobre
células B de bazxo separadas usando el sistema Dynabeads.
La cuadro 45 muestra los valores de incorporacion de Timidina de células B
separadas usando el sisterna Dynabeads y estimuladas con diferentes productos. En la
figura 28 se muyestran los resultados en un histograma, observandose estimulacion por

g
productos del Af pulmornts y muy baya estimulacion por fitohemaglutilina

12

"iltﬁF

o
MEMSB. SNDT
TRATAMIENTO

CPM X 1000
h -

N

Figura 28' . Incorporacion de timidina tritiada de suspensiones enriquecidas de linfocitos

B. estimulandos con diferentes productos.

T ps =t ), MEMB = s de M MA =M por caor; SNDOT
= spbrenadante de cultivg, PHA = L SSF = salina Fi CPM = Cuentas por minuto, las
barras de erTor representan 10s intervaios de confiznza. p = 0 08
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4.34. Estudio del efecto mitogénico de diferentes preparaciones en células T
separadas usando el sistermma Dynabeads.

EJ cuadro 46 muestra los valores de incorporacion de timidina tritiada de células T
separadas usando el sistema Dynabeads y estimuladas con diferentes productos. En la
figura 29 se muestran los resultados en un histograma, observandose muy una muy baja

i
estimulacion por productos del M pu/morns y una alta estimulacion por fitohemagiutinina

SSF

LPS MEMB. M. M.C. PHA
TRATAMIENTO

CPM X 1000
O« Nurooawaw o 3

Figura 29' . Incorporacién de Timidina tritiada de suspensiones enriquecidas de linfocitos
T, estimulandolos con diferentes productos.

" T ML = A caton MC. =
. CPM = Cuentas por minutc, las barras de

! LPS = Lipopolisacando bactenano, MEMS = las ge M
SSF = satina Fi

Medic de Cultivo; PHA =
wmor representan los intervaios Ge confianza. b x O 08
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4.35. Estudio del efecto mitogénico de diferentes preparaciones sobre
células T separadas usando el sistema Dynabeads, incubadas con células

adherentes.
incorporacion de Timidina de células T

El cuadro 47 muestra los valores de
incubadas con células adherentes y

separadas usando el sistema Dynabeads
estimuladas con diferentes productos. En [a figura 30 se muestran los resultados en un

histograma, observandose una estimulacion mayor por productos del M pulmonis que
cuande se estimularon sin incubacion prewvia con celulas adherentes y una estimulacién
por fitohemagiutinina que no tuvo mMmayores cambnos con respecto al anterior experimento
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CPM x 1000
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Figura 30’ . incorporacién de Timidina tritiada de suspensiones enriquecidas de linfocitos
T incubados con células adherentes y estimulandos con diferentes productos.

de M pull ML = M. pul por calor;, M.C. =
. CPM = Cuentas por minuto: las baras de

! LPS = L . MEMB. =
Medio de Cultrvo; - . SSF saling Fi
wrror representan ow intervmion du Sonfanea ps 6 05
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4.36. Niveles de IFN-g e iL-4 producidos por células de bazo de ratones
Balb/c sanos estimulados con varios productos.

El cuadro 48 muestra los valores de IL-4 e IFN-y que se obtuvieron de

sobrenadantes de cultivo de células de bazo de ratones normales despueés de 72hr de

incubacidn con diferentes productos los cuales son mostrados graficamente en la figura
31. en esta se observa una produccion estandar de iL-4 y una produccion de IFN-y
con suspension membranal y M pufmorus

elevada cuando se estimulan las células

inactivado.
a4
MIFN-g
Q25
02
< 0.15
z
< 0.1
[=3
@D
@
T l:.
[s) - . ———
MEMB. SNDT
-0.05 -
PRODUCTO

Figura 31" Valores de absorbancia de IL-4 e IFN-y de sobrenadantes de cultivo de
células de bazo estimuladas con diferentes productos.

' MEMB Membranas de M pulmonis. PHA = Fitohemaglubrina, SNDT = Sobrenadante de Cultvo. M.C. = Media de
. SSF = Sol las bamas de ermor fepresentan los intervalos de

=M
nonﬁanzxn-oos
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4.37. Niveles de IFN-g e L4 producidos por células de barzo de animales
infectados, utilizando varios productos para la estimulacion.

El cuadro 49 muestra los valores de IL-4 e IFN-y que se obtuvieron de
sobrenadantes de cultivo de celulas de bazo de ratones infectados (60 dias). después de
72hr de incubacidn con diferentes productos los cuales son mostrados graficamente en la

figura 32, en esta se observa una produccion estandar aumentada de IL-4 en casi todos

los casos

o4
25 wecmacamvanmotat ot ettt
: . WIFNg

[I[i 1.

MEMB. PHA SNDT M.C.

ABSORBANCIA
o

o
o
0

TRATAMIENTO

Figura 32' . Valores de absorbancia de IL-4 e IFN-y de sobrenadantes de cultivo de
ceélulas de bazo estimutadas con diferentes productos.

Pl . PHA = sursna. SNOT = de Cultivo, M.C. = Medio de
Cultrvo : M1 = M SSF = S sahna . 1as baras de erTor representan los mtervalos de

76



4.38. Observaciones histoldégicas de muestras de pulmén, bazo y timo de
ratones Balb/c en diferentes etapas de infeccion con M. pu/monis.

En tas figuras 33 a 37 se muestran las imagenes de los cortes que se realizaron
a fragmentos de pulmon, bazo y imo de animales con diferentes hempos de infeccion,
en general se observa en el caso de! pulmén los siguientes fendmenos proliferacidn de
células Iinfoides. hiperhemia. engrosamiento de los septos. infiltracién mononuclear de
los septos, activacion de rmacrofagos alveolares, exudado inflamatorio serose,
hemorragia. infitrado interstisial En el bazo se observé un aumento del tamafio del
organo. con disminucion de 1a cantdad de foliculos e inclusc carencia de estos y en los
cortes de timo se observd un apanencia mas deigada del drganoc con un contemdo de

medula de aproxxmadamente de 50%
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Figura 33. Fotografia gue muestra un corte de putmon de raton Balb/c sano teArdo con
hematoxilina-eosina (100x;

Figura 34. Eil grupo de fotograftas de arrba muestran cortes de pulmon de raton Balbse
infectado tefirdos con hematoxibna-<osina (100x)



Figura 35. Fotografia que muestra un corte de bazo de raton Balbic sanc tefido con
hematoxilina-eosna (100x)

a b <

Figura 36. Et grupo de fotografias de arnba muestran cortes de bazo de raton Balb/c
infectados tefidos con hematoxilina-eosina (100x) Es notono en la imagen (b) la
ausencia de folicuto en 1a zona examinada



Figura 37. Fotografia Qque muestra un corte de trno de ratones Balbic sanos tommido con
hematoxihna-eosina (100x}

Figura 38. E! siguiente grupo de fotografias (a y b) muestran cortes de imo de ratones
Balb/c infectado tefidos con hemataxiina-eosina (100x) En la imagen (¢) se muestra un
cone que demuestra la presenc:a de traqueitis en et anmmal examinado



5. DISCUSION

Los Micoplasmas causan enfermedades respiratorias, artriticas y urogenitales en
animales y humanos. La incidencia de infecciones del tracto respiratorio debido a M.
pneumoniae en los Estados Unidos se ha estimado de 8 a 15 millones de casos (Fernald
y cal., 1975). En animales, estos microorganismos causan enfermedades severas en
virtualmente todas las especies de mamiferos estudiadas. con gran importancia
econdmica debido a su alta mortalidad y morbilidad que causa reducciones en la
produccion de bovino, borregos, cabras, cerdos y aves. Ademas, las enfermedades
respiratorias por Micoplasmas en ratas y ratones de laboratorio pone en riesgo los
resultados en la investigacion biomédica que los usan como modelos (Casell y col.,
1981).

Mientras que los mecanismos de inmunidad humoral juegan un papel importante
en la proteccién contra infecciones sistémicas, la proteccion de la superficie de mucosas
contra infecciones por Micoplasmas parece llevarse a cabo a través de mecanismos
complejos locales y mediados por células que no se han entendido compietamente
(Maniloff y col., 1992). La patogénesis de las micoplasmosis es un proceso complejo
influenciado por la informacién genética del hospedero y del organismo, factores
ambientales y la presencia de otros agentes infecciosos. Se han sugerido muchos
factores de virulencia para varios Micoplasmas, pero no hay casos claros de causa y
efecto entre estos factores y la patogenicidad. No obstante, hay un nimero de atributos

en estos microorganismos que aparentemente Vlap genicidad de la enfermedad
los cuales incluyen su habilidad para adherirse a células. causar dafo tisular, varar
fenotipicamente 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 Micopl/asmas al sistema
inmune del hospederc para mantenerse por tanto tiempo sin ser destruido?. Una
propiedad sobresaliente de estos microorganismos es el de provocar infecciones crénicas
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 aun se encuentra en evolucion.
El presente trabajo refuerza muchos elementos ya anteriormente reconocidos de los
Micoplasmas y profundiza mas en lo que realiza este microorganismo para persistir en el
hospedero. Las evidencias en este trabajo son claras, este microorganismo hace mas




que distraer la respuesta inmune. aparcntemente logra dirigirla en el sentdo que le
conviene para lograr condiciones de crecimiento mas estables

La micoplasmosis en ratdn ofrece un modelo accesible y presenta las
caracteristicas mas imponantes de esta enfermedad en otros hospederos, ademas se
cuenta con una gran cantidad de reactivos inmunclégicos para ratdn que no se tienen
para otras especies Para poder utilizar éste modelo, en pnmera estancia se debia
corroborar que el A puimorus estuviera alterando el perfil inmunoiogico normal de los
animales, para esto se disefnaron expernmentos gque nas brindaron informacidn acerca det
estado de la inmunidad humoral y celular de elios

Para evaluar 1a nmunidad humoral de
los ratones infectados se

realizé la variacion de los mveles de antcuerpos contra
eritrocitos de carnero y contra antigenos del Mycoplasma, en ¢l primer caso se encontro
que los animales infectados tuvieron una capacidad de respuesta cisminuida, dando por
o tanto una respuesta pobre de anticuerpos aglutnantes E£sta observacion es sumilar a

fos hallazgos de un reporte que describe la depres:on de los titulos de 19G en ELISA

contra colagena en ratas Lewis infectadas expenmentalmente 28 dias antes con M

pulmonis (Taurog, 1984) Ademas. Williamson y colaboradores (1986) mencionan que las
ratas Lewis y Fischer incrementaron la respuesta inmune humoral medida por las celulas
formadoras de placas (CFP), ésta respuesta tuvo un pico al dia 3 después de la
inmunizaciéon con M. puimonis, regresa a los valores normales el dia 4 y permanece asi
hasta e! final del estudio el dia 6. La comparacién con los resultados de este trabajo es
dificil ya que se utilizaron diferentes cepas de animales y tiempos de estudio. sin embargo

es impartante mencionarlos por 10 poco que se ha encontrado en 1a literatura acerca de la

cinética de la respuesta inmune humoral contra Mycoplasma en estado cronico

infeccioso. En otro estudio (Aguila y col., 1988) las ratas fueron infectadas al menos 14
dias antes de que los titulos de anticuerpos contra GRC fueran determinados. En
estudios con colagena (Taurog, 1984) las mediciones se hicieron 28 dias después de que
fos animales fueron expuestos al M. puimonis. 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 mas alld de 6 dias, no obstante las diferencias metodolégicas en los casos
anteriores también se obtuvo una respuesta inmune contra el antigeno reducida. Los
mecanismos por los cuales el M. pulmonis produce supresion sabre la respuesta inmune
humoral contra los GRC se desconoce hasta ahora. Aguila y col., trataron de explicar este

fendmeno como una competencia antigénica secuencial (Rodovich. 1967) en el que por



ejemplo la inyeccidn de un antigeno (M. puimonis) en un animal puede Suprimir
parcialimente la respuesta inmune de ese animal contra otros antigenos adminstrados
posteriormente. Otras explicaciones que estos autores ofrecen es la existencia de
complejos inmunes en ammales infectados con este microorganismo, o cual ya ha sido
reportado previamente (Kono, 1985). Estos complejos inmunes pueden supfimir la
activacion de células B a través .de la activaciéon de una linea “supresora” de células T
{Bolton, 1980). Los complejos antigeno-anticuerpo también pueden nteractuar con los
linfocitos, aparentemente por medio de receptores para la porcidn Fc de los anticuerpos
participantes para suprimir la respuesta contra el antigeno (Cox, 1983)

En cuanto a la evaluacion de jos niveles de anticuerpos anti-Mycoplasma los
resultados obtenidos muestran que los animales infectados no producen una respuesta

de anticuerpos adecuada para contrarrestar el proceso patologico. al inocular soélo

membranas los tituios de anti-Mp y anti-Mc alcanzan niveles mas altos Esto nos da a
entender que el cuerpo del Mycoplasma si es antigénico y despierta una buena repuesta
inmune pero que el microorganismo vivo elimina esa antgenicidad y hace que la
respuesta de anticuerpos sea menor, es decir el Mycopl/asma esta impidiendo de alguna
manera que se desarrolle la inmunidad humoral adecuadamente. Otra pasibilidad de
interpretacidn de estos resultados es que la respuesta de anticuerpos sea mas bien local
(en las mucosas) que sérica y que por eso |os titulos de anticuerpos sean bajos en suero.
Hay pocos estudios que relacionen los niveles de anticuerpos con el estado de Ia
infeccion, sin embargo se sabe que la inmunidad contra M. bovis correlaciona mejor con
ia presencia de anticuerpos en lavados bronquiales que en suero (Howard y Taylor,
1985). lo cual puede explicar parcialmente la obtencion de titulos de anticuerpos anti-Mp
séricos bajos en el experimento realizade en este trabajo. En ratas infectadas
experimentalmente con M. pulmonis, los ganglios linfaticos del tracto respiratorio superior
son los sitios iniciales y principales de produccidn de anticuerpos a lo largo de la
enfermedad (Simecka y col., 1991). Subsecuentemente, las células formadoras de
anticuerpos anti-Mp aparecen en lavados nasales, pulmones, ganglios linfaticos
asociados a pulmdén y bazo, por lo tanto es posible que la respuesta especifica contra
Micoplasmas en un proceso infeccioso se desarrolle primero en la region de la
enfermedad y se refleje poco en suero. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad
de que los fenémenos de regulacion inmunoldgica que se discutiran mas adelante tengan
un efecto negativo en la respuesta de anticuerpos especificos contra éste
microorganismo.
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En relacion al estudio de la respuesta inmune celular se decidid utilizar técnicas
basicas sencillas pero que no brindaron una idea de que es lo que el infeccion por
Mycoplasma esta produciendo en el sistema inmune. Asi. se estudiaron los cambios en
los valores hematolégicos de animales infectados comparados can los no infectados: el
efecto de la infeccidon en las funciones fagociticas, en los porcentajes de celulas
formadoras de rosetas espontaneas y en el peso de un drgano inmunoldgicamente
importante como es el bazo. Segin se ha reportado, las infecciones con varias especies
de Mpycoplasma puede suprimir la respuesta mediada por células (Fiala y col., 1974,
Bibeferid, 1982). M bowis (Benett y Jasper, 1977), y M mycordes var. mycoides (Roberts,
1973). M. suipneumoniae en cerdo (Adegboye. 1978), y M. arthritidis 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 A
pulmonis se sabe es mitogénico en ratas (Naot, 1979) y en este trabajo se demuestra que
también es mitogénico para células de bazo de ratén. Se ha demostrado que el naumero
de linfocitos se incrementan en ratas Lewis y Fisher 344 infectadas con M. pulmonis
(Davis y col., 1982). Por lo tanto uno podria esperar que 1a 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
observé un incremento no significativo en la incorporacidon de timidina en la
transformacion blastoide en respuesta a antigenos de M. pulmonis (Davis, 1985). En los
experimentos realizados en este trabajo se observo una afeccion en el sistema fagocitico
tanto en a nivel de polimorfonucleares como a nivel del bazo evidenciados con la técnica
de fagocitosis in vitro y 1a técnica de eliminacién de carbon coloidal respectivamente, esto
es posiblemente debido a la induccidén de sintesis de citocinas (p.ej.l.-10). ya que en
ambos casos no fue posible el aislamiento del microorganismo de bazo ni de sangre, por
fo tanto es dificil demostrar una interaccién directa entre el Mycoplasma y las células
fagociticas que pudiera haber causado la disminucidén en los valores. E! analisis de la
prueba de formacion de rosetas “espontaneas” (E) mostrd controles de aproximadamente
50% de celulas positivas a rosetas E. mientras que los animales infectados tuvieron 45%.,
sin embargo esta diferencia no fue significativa. En un andlisis global, los animales
infectados presentaron una alteracion significativa de los niveles de gldbulos biancos
totales, porcentaje de linfocitos, porcentaje de polimorfonucieares ademas de una
cantidad de plagquetas muy variable; su capacidad fagocitica mostré reducciéon notable
sobre todo al dia 7 y 10 post-infeccidén situacidn que no fue reproducida por los
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preparados membranates. Estos animales tuvieron un pico de anticuerpos en 14 dias con
muy bajos titulos de anticuerpos especificos (pero quiza altos titulos de anticuerpaos
inespecificos de acuerdo a la iteratura). con una infeccion persistente que no se resuelve

en un periodo de ttempo. lo cual montd la escena para evaluar 1a disfuncion de la

respuesta inmune en una infeccion crémica, trabajande con la hipdtesis de un posible

cambio de actwvacion celular T,y a activacidn de ceélulas T,; impulsando con esto una

respuesta inmune inefectiva contra este microorganismo
Intentando definir si alguna parte integral del Afycoplasma era 1a responsable de

estos efectos se anahzaron los efectos de la inoculacion de membranas en la inmumdad

de animales normales. /1 vivo las fracciones de M puimons y M. capricolum produjeron

respuestas de anticuerpos muy marcadas medidas por DOT-ELISA las cuales dieron pico
en el dia 7. La inmunizacidén concomitante de entrocitos de carnero mostro tituios de
hemaglutinacion al dia 5 con las dos preparaciones con una declinacion de los titulos a
parntir del dia 14 (se sugiere una posible pape! adyuvante de estas preparaciones pero se
necesitan realizar mas experimentos). El tratamiento de amimales con estas fracciones

incrementaron el peso de! bazo a las 24 hr, sin modificar el porcentaje de ceélulas

formadoras de rosetas, pero incrementando la cantidad de células poimorfonucleares,
linfocitos y ceélulas blancas de sangre periférica. sin efectos en las células rojas. La
administracion de estas membranas también mejord la ehminacidon de carbén coloidal
dentro de un periodo de 30 minutos de medicion y produjo el aumento de tamarfo del
bazo a las 24 hr después de la inoculacidn. In wvitro las preparaciones de membranas
mostraron una actividad mitogénica en células de bazo con una curva dosis-respuesta
directamente proporcional. Todas estas observaciones son consistentes quizas con una
actividad adyuvante de los preparados membranales, con la activacidn de macrofagos y
tiberacién de monocinas, lo cual ya ha sido reportado y pudiera o no contribuir a la
interpretacion de la accidn de este microorganismo en la infeccidon crénica. La aparente
activacién policional de las membranas puede interpretarse como parecida a la causada
por la endotoxina (LPS), sin embargo experimentos realizados anteriormente maostraron
mecanismos diferentes de activacién que 1a endotoxina (Romero y col., 1993). Bajo esta
perspectiva lo que se presentd entonces fue una enfermedad cuyo agente causal provoca
una fuerte supresidn de la respuesta inmune pero cuyos componentes organicos
(membranas) tienen actividad estimulatoria en el sistema inmune, una paradoja
interesante que nos dio la oportunidad para tratar de entender los fenomenos celulares en
una enfermedad crdnica de este tipo.
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£1 concepto de heterogeneidad de las respuestas inmunes se produjo a partir de
observaciones a nivel clinico de infecciones que se presentaban con rasgos patolégicos y
clinicos completamente diferentes y polanzados Por ejemplo, la forma tubercutode de 1a
lepra se encontrd que estabn asociada con reacciones fuertes de hipersensibihdad
retardada (DTH) y bajos miveles de anticuerpos mientras que la lepra lepromatosa estaba
asociada con aitos titulos de anticuerpos y debsles reacciones de hupersoensibidad
retardada. La relacidon inversa entre los anticuerpos y la DTH pudo ser mampulada
experimentalmente varionde a dosis y la forma del antigeno usado para inmunmizar los
animales (Abbas y col , 1996) tstos resultadas mostraron una sorprendente dicotomia en
la naturaleza de las respuestas inmunes contra infecciones naturales ¢ iNnmurmizaciones
expernmentales Una paradoja surgio cuande se eslablecio que la reaccon DTH y la
produccion de anticuerpas contra antigenos proleicos eran dependiente de la funcion de
tos linfocttos CD4+ ;Podria la misma subpoblacion estar relacionada en dos respuestas
tan opuestas?. Mossman y col (1986) demostraron qQque las clonas de celulas T de raton
CD4+ pueden clasificarse en dos distintas poblaciones con base en su patron de
produccidon de citocinas Este grupo de investigadores ttamo a las subpoblaciones Ta (T
cooperadoras 1) y Ta: (T cooperadoras 2), siendo las T., !los encargados de producir
Interteucina 2 (IL-2). interferon-y (IFN-y) y el Factor de Necrosis Tumaoral (TNF-3) y las
clonas Th; aquelias que producen L4, IL-5, IL-6, IL-10 y IL-13. Con el tempo, se ha
recolectado mucha evidencia de que ambas subpoblaciones difieren en el tipo de
respuesta por anticuerpos (isctipos) que inducen, que las T., son mediadoras de las
reacciones DTH y ias células T,: fueron cooperadoras mas potentes para la produccion
de anticuerpos, dandonos una explicacion sencilla para la dicotomia mencionada
anteriormente.

Otros dos elementos cruciales para el entendimiento de la generacion de la
diversidad de las células cooperadoras T fueron gque cada subpoblacién produce citocinas
qQue sirven como su propio factor autécrino de crecimiento (Lichtman y col., 1887) y
promueven la diferenciacion de celulas T hacia alguna de las subpoblaciones. En
segundo lugar !las dos subpoblaciones producen citocinas que regulan en forma cruzada
el desarrollo y actividad de la subpoblacién opuesta. Por ejemplo. el IFN-y producido por
las ceélutas T,, amplifica el desarrolla de Ty, e inhibe la proliferacidn de las células Thz
(Fitch y col., 1993), mientras que la IL-10 producida por las células Tn; blogquea la

activacion de las células Tn,. El resultado neto de la auto-amplificacion e inter-regulacion

86



es que una vez que la respuesta inmune de celulas T se inicia en un sentido sea Tay 0 Thz

tiende a ser progresivamente polarizada en esa direccion
La mayoria de los estudios de tolerancia inmunolégica se han enfocado en la

induccion de tolerancia contra antigenos proteicos extranos o transplantes de tejidos. La
tolerancia de las celulas T cooperadoras a anligenos protericos  pucde inducirse

dosis de  los antigenos sin adyuvantes,
imicial det antigeno o admumnistrando peptidos

administrando grandes bioqueando co-

estumuladores durante ol reconocimiento

mutados que enganchan receptores de antigenos especificos de celulas T de una forma
anormal (Krursbeeck y col, 1996) En muchos de estos sistemas expernmentales de
tolerancia perfénca la induccion dv 1as respuestas de céldulas T, son bloqueadas
preferencialmente El hallazgo de gque las respuestas T,, O menudo no son afectadas
viene de la posibilidad de que el estado de no respuesta inmunolégica es. al menos
parcialmente. debido a las citocinas imunosupresoras producidas por las celulas T., Se

ha obtenido evidencia que apoya esta hipotesis de algunos sistemas experimentales

{Liblau y col., 1995: Rocken y col .

imitarse expresando varias proteinas  tal
mayor de histocompatibilidad © proteinas virales en tejdos usando tecnologia transgeéntica

1996) La tolerancia a los antigenos propios puede
s como moleculas alogemcas del compiejo

(Miller y Flavell, 1994) En estas situaciones [a proteina expresada esta presente a traves
del desarrollo del amnimal y es un antigeno propio efectivamente. En este caso tambuén la

tolerancia esta a menudo asociada con un bloqueo en el desarrolio de las celulas Thi

reactivas a antigenos propios. La activacion de células T, promntlamatorias se

correlaciona con ia induccion de dafno autoinmune a tejido (Scott B., 1994, von Herrath y
col., 1985) y en algunos modeios muestra el mismo control genético que la resistencia a
teishmaniasis (Scott B., 1994). Un aspecto importante de la dicotomia de células T son la

implicaciones Qque este concepto provee a los determinantes inmunoldgicos de

enfermedad. De hecho los resultados de una gran parte de procesos patologicos
incluyendo infecciones. desdrdenes alérgicos y autoinmunes han sido relacionados a la
expresion de patrones de citocinas (Tn: o Twrx) y por lo tanto a la induccion de una
subpabiacion de células particular. En el caso de enfermedades infecciosas el balance
entre las respuestas Tn; ¥ Thy contra un agente infeccioso puede influenciar el crecimiento
del patogeno y la inmunopatologia. Los estudios de leishmaniasis en cepas de raton
resistencia y susceptibilidad a

la primera clara demaostracidon de que la
Y Tr2

proveen
enfermedades infecciosas correlacionar con las respuestas antimicrobiales T,

respectivamente (Reiner y Locksley, 1995). Se reconoce ahora que la resistencia a
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muchaos microorganismos intracelutares incluyendo bacterias. protozoarios y hongos esta
relacionada a 1a induccion de respuestas T, ¥ en particular a las citocinas activadoras de
macréfagos: IFN-y y TNF-u (Sher y Coffman. 1992, Kauftman S H., 1993)

Mientras que las respuestas T,, también predominan en la mayoria de las

infecciones intraceclulares, un grupo mas diverso de mecanismos efectores que incluyen

células NK activadas con IFN-wi{i, hnfocitos T CD8+ citoliticos y anticuerpos

neutralizantes (a menudo con patrones tpo Ta,) son responsables de 1a resistencia del
thospedero En miuchas de estas mfecciones, 1a H-12 es inducida muy temprano durante
la infeccion y jue

a un papel central en el establecimiento de 1a resistencia dependiente
de IFN-y asi como de los perfites polanzados de las respuesta T,

Las respuestas antimicrobianas T.. tambien producir tambien patologia en la
forma de inflamacion granulomatosa, artntis y colis (Romagnam S . 1994) En muchos
casos, los danos hisulares al hospedero se desprenden del lado t16xco de los efectos de
las Interleucinias y otros mediadores de la inflamacion iberados durante el ataque inmune
normal sobre 2l patégeno Reacciones patologicas soveras pueden tambieén ser resultado
de la inter-regulacion defectuosa por la {L-10. ) TGF -} y olras citocinias que normalmente

inhiben las funciones efectoras de T,,, €sto se ilustra perfectamente por el incremento en

la susceptibilidad de los ratones "Knockout © a IL-10 a la enfermedad nflamatoria inducda
. por protozoarios y bacterias (Kuhn y col, 1991). La similitud de estas patologias con las
enfermedades autoinmunes apoya la nocion de un Mecanismo comun de dano de tejido
debido a la excesiva o descontrolada respuesta Tw,
£n contraste con los micraorganismos intracelulares, los patégenos extracelutares
y particularmente los helmintos disparan una respuesta tipica T.:. Los anticuerpos 1gG
dependientes de T, pueden contribuir a 1a neutralizacion de toxinas que son producidas
por las bacterias extracelulares. No obstante, hay una gran controversia acerca del papel
protector de la respuesta de anticuerpos IGE. eosinofilos y celulas cebadas producida por
fa reaccion T.: que acompana las infecciones por parasitos protozoarios. Esto es
particularmente valido en modelos de ratdon donde la eliminacion de la respuesta de
eosindfilos y/o IgE a menudo no tiene efecto sobre la resistencia a los helmintos. Se
requiere la IL-4 para el control de muchas infecciones intestnales por helmintos,
aparentemente a través de la induccion de cambios fisioldgicos en el intestino, y no a
través de la induccion de anticuerpas IgE (Abbas y col., 1996). También es posible que
fos heilmintos hayan desarrollado la capacidad de inducir tas
protegerse a si

respuestas T.: para
mismos contra mecanismos efectores. A pesar de los mecanismos y
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valor protector de las respuestas antihelminticas Te,, esta claro que tales respucstas

pueden ser detrimentes para el hospedero contribuyendo a ia formacion de granuloma y

hipereosinofilia (Romagnani S.. 1994)
Los hallazgos en el caso de la lepra han sugerido una relacion causal entre la

actividad relativa Ta/Ta; ¥ la progresidn de las enfermedades infecciosas, en la cual las

lepromatosas expresan citocinas predominantes Tar ¥y Tz

Un mecarusmo similar se ha sugendo para subrayar la
produccion y

lesiones tuberculodes y

respectivamente (Abbuas,
progresion del SIDA. Se han observado
respuesta de IL-2, F'N-y ¢ IL-12, pero hay un debate considerable acerca de s hay un

190G6)
una pérdictna temprana de  1a

incremento simulitanco en la produccion de cllocinas T ¥y Si €5 ast, esto explicaria la
progresion viral y la inhibicion de T, (Grazios) y col . 1994) Quiras algo mas sensato sea
la observacion de que los virus HIV-1 infectan preferentemente clonas Tay, un hallazgo

que podria exphcar la persistencia del virus en un medio ambiente deficiente de Ta,

{(Maggi E . 1994)
LEs posible que

los AMcoplasmas puedan mantonerse cromcamente en un
indwiduo dingiendo el tipo de respuesta (Tn, o Ta:) que le convenga? Para resolver esta

pregunta se disertaron una serie de experimentos con el fin de determinar la influencia de
la infeccion en la actividad de diferentes subpoblaciones celulares Se disefno un

experimento en el que se obtuvieron los porcentajes de células CD<4+ y CD8+ de ratones
en diferentes etapas de la infeccidén extendiendo cf tiempo de estudio a casi tres meses
Ademas se determinaron los efectos a mivel histologico que

despueés de la infeccion
sufrieron el bazo y el timo de los animales infectados y se midieron los niveles de (L4 e

IFN-y en suero de los mismos animales. En un expenmento aparte se realizd 1a prueba
de hipersensibilidad retardada (DTH) contra albumina sérica bovina en armales
infectados y no infectados. En otro experimento se intentd determinar si el AMycoplasma
era mitogénico para células B o para celulas T, utihzando dos metodologias diferentes
para la separacion de las células a partir de suspensiones celulares de bazo, asi como las
concentraciones de IL4 e IFN-y secretadas por estas preparaciones ceiulares. En todo
esto se encontré que existe un efecto en los porcentajes de células CD4+ y CD8+ en las
muestras estudiadas, pero lo mas interesante fue que este cambio se llevé a cabo de los
46 a los 60 dias post-infeccion, es decir, cuando ya el microorganismo se ha instalado
perfectamente y logrado escapar a los mecanismos de defensa, tal vez esta sea la razén

por la que nadie habia reportado este tipo de fendmenos, en si el fenomeno produce el
descenso del porcentaje de la poblacidn CD4+ en timo y en sangre con el colateral
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aumento de las células CD8+ en ambos organos, es dificil establecer en este

experimento si: el aumento de una paoblacion se debe por el descenso de la otra o
viceversa, sin embargo los datos se validan al observar los porcentajes invanables en el
bazo; ademas. el peso del timo en los animales infectados se mantiene casi constante lo
que hace pensar que en este organo no hubo reduccton de masa celular pero si de
células con ciertos receptores Este es el prumer reporte en donde se detecta este tipo de
variaciones celulares en la nfeccion por Aficoplasmas, el caso mas representativo de este
tipo de fenomenos producidos por un agente infeccioso es el del virus del SIDA en donde
Ia disminucion de los infoaitas CO4+ muestra el estado de la infeccion (Maggi y col
1994). ademas el ¢tecto en las subpoblacionas de linfocitos T por 1os Alicoplasmas ofrece

mas argumentos para incluir a estos nucroarganismos como cofactores en el desarrolio
det SIDA (Lo y col, 1991) Otros datos interesantes obtenidos a partir de este
experimento son las variaciones en concentracion que sufren ta 1.4 e IFN-y en el suero
de estos animales infectados Se encontré un aumento normal en la concentracion de
IFN-y a pantir de! dia 10 que se sostuvo parcalmente hasta el dia 24 pero que se vio

disminuido cuando la cancentracidon de IL-4 subid de nivel a partr del dia 15, para

mantenerse ambos en niveles basales para el resto del iempo de infeccion en estudio
Esto pudo haber influido para que las poblaciones de CD4+ y CD8+ cambien en
proporcidn como se muestra en la figura 27 la cual establece que la relacion CD4+/CD8+

sufrid en el timo dos “oleadas™ una a partir del dia 10 hasta el dia 24 y otra a partir del dia
45 hasta el dia 75 de la infeccidn. E£sto a la vez coincide con ios resultados de la prueba
de hipersensibilidad retardada (DTH) la cual muestra igualmente dos “oleadas”™ en la

grafica, una del dia 10 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 Th; que lo hace

consistentemente a lo largo de su presencia en el hospedero y sus efectos toman un
corte de tipo recurrente que ademas es caracteristico en la enfermedad crénica cursada
por Mycoplasma. Hay muchos casos de respuestas Ty y Taz 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 infeccion por Micoplasmas. Actualmente se reconocen varios
fenotipos de células T de acuerdo al patron de citocinas que expresan, por gjemplo las

citocinas de ambos patrones (Th: ¥ Th2) se han llamado células T, (Mossman y Coffman,
1989); las células que producen grandes cantidades del factor transformante dei

crecimiento beta (TGF-f3) han sido llamadas Tn, (Chen y col., 1994) y otros fenotipos

90



adicionales se han descrito entre las clones de targa duracién. A nivel de cultivos de

corta duracion, la IL-4 y 1a IL-5 son a menudo co-expresadas, la IL-4 y el IFN-y son

normatmente expresados exclusivamente y el IFN-y y la IL-10 son co-expresadas en

algunas ceélulas Puede haber heterogeneidad dentro de las subpoblaciones Ty Tes st
las grandes variacrones cuantitativas de la secrecion de citocinas que s observan entre
las clonas 1 witro también ocurren en celulas normales, las interpretaciones posibles de la
complejidad de las subgrupos v desde un simple modelo TadTa: (v Tho/Ter) con

diferencias cuantitaotivas a  diferentes estndos e desarrollo, a un modaio en el que no

hay subgrupos definidos sino una cascada de combinacionas diferentes de secrecion de
En algunos s:istemas, 1as clonas muestran pattones de expresion

citocinas (Kelso, 1935)
No obstante el analisis de

de citocinas Tay ¥ Twp; Que encajan en una distribucien al azar
los datos de estudios anteriores revela que clonas aloespecificas de corta duracién de

ratones no iINMunizados o ratones nfectados con Nippestrongylus bHrasiliens:s, mostraron

una correlacion inversa de sintests de IFN-y e IL-4 nmyentras que (a5 sintesis de (L-4 e TL-

1950 Los patrenes de la expresion de
indican que

5 mostird una correlacion positiva (Street y col |
individuales ,en cultvos de corta duracién también

citocinas por ceélulas
la expresion de

mientras hay claramente mas patrones que el patron extrema T,./Ta;,
citocinas no es normalmente al azar 51 la expresion de citocinas No es el azar, cuantos
fenotipos distintos de célutas T existen? Diferencias menores o cuantitativas en la
expresion de citocinas pueden representar distintes fenotipos, estados de desarrolio o
respuestas transitorias a las condiciones de estimulacion (por ejemplo diferentes etapas
Los patrones de citocinas pueden ser cambiados por un fuerte estimulo u
mientras que

de infeccidn).
por ejemplo, ia IL-2 y 1a IL-12 mejoran ia sintesis de IFN-v,

otras citocinas:
Esto podria permitic ia modulacién

fa IL-4 y la IL-10 inhiben la sintesis de citocinas Tn.
de corta duracion de la respuesta de citocinas sin alteracion permanente de los fenotipos

de células T (Abehsira-Amar y col., 1992) No hay duda de que muchas clonas de células

T in vitro e in vivo muestran al ser estimuladas una clara dicotomia entre la respuesta IL-
2/IFN-y/TNF y la respuesta IL-4/IL-5/iL-10, que es una divisidn funcional de! sistema

inmune (Mossman y Sad, 1996). La IL-4 estimula ia diferenciacién hacia células Tpa

mientras que el IFN-y, IL-12 y TGF-[3 mejora ei desarrolio de T,, (Seder y Paul, 1994)

Sin embargo el papel del IFN-y puede variar en diferentes sistemas experimentales: Ia

diferenciacion Ty, se inhibe en algunos sistemas con anti-IFN-y pero no en todos los

casos sucede esto (Seder y col., 1993). En una respuesta primaria comun las celulas T
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antigeno-especificas estan presentes en muy baja frecuencia (1 en 10%) y otras células
proveen el IFN-y o IL-4 inicial que influencia la diferenciacidn de las células T. LaiL-12 es
tipos de células, pero particularmente por macrofagos en
Las celulas NK sintetizan IFN-y en respuesta

producida por muchos
respuesta a ciertos productos bactenanos.
ata IL-12 o al enlace de anticuerpos a los receptores para Fo mediade por antigenoe En
raton, 1a produccion temprana de IL-4 puede ser inducida por las celulas cebadas, los
basdfilos y por ia recientemente descublena subpoblacidn de celulas T
CD3+CD4+NK 1.1+ que parecen estar restringidas a las moléculas del complejo mayor de
histocompatibiidad Estas células henen un repertono de receptores de célutas T (TcR)
restringido, se desconoce su especificidad a antigeno y produce grandes cantidades de
L4 en pocas horas después de una estimulacion pohliclonal  Aungue las exphcaciones
iniciales fueron que tipos de ceélulas presentadoras de antigeno (CPA) influenciarian
selectivamente la diferenciacion de células T. es bien conocido que las celulas
dendriticas. los macréfages y las células B son capaces de inducir la diferenciacidn de las
células Ty ¥ Th: €n presencia de las citocinas apropradas. Suo embargo esto no excluye
un papel para diferentes CPA en la decision T -T.:. ya que pueden producir influencias
selectivas dependiendo de las citocinas que cllas secreten. Ademas evidencia reciente
sugiere que las moléculas co-estimulatorias de CPA pueden influenciar selectivamente la

diferenciacion de las células T (Mossman, 1996). Aungque muchas citocinas tienen

efectos que han sido bien caracterizados sobre la diferenciacion de las células T, esta
poco claro como es que e! sistema inmune escoge apropiadamente la respuesta contra
un patégeno particular. Se ha sugerido que las proteinasas, requeridas por organismos
multiceiulares para !a penetracion de tejidos, inducen una respuestas T, apropiada
contra los parasitos multicelulares. Ademas un producto de Listeria induce la sintesis de
1.-12 iniciando con esto la respuesta T,, (Hsieh y col., 1993). En los Micoplasmas esto
dltimo no se descarta, es decir la posibilidad de que algun producto integral o de
excrecion produzca el cambio de Tai @ The. En este trabajo se intentd ditucidar el efecto
de los Micop/asmas sobre linfocitos T y B tanto a nive! de proliferacién 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% de pureza en la separacion de linfocitos de T y B, y b) el método

que utiliza las perlas Dynabeads que provee una separacion celular del 89%. En el

primer caso como era de esperarse no se pudo distinguir si los linfocitos B son

estimulados en realidad por el Mycoplasma y/o sus derivados por la contaminacién de



células T aun presente en la suspensidon. Sin embargo con las perias Dynabeads se
puede distinguir claramente dos tipos de estimulacién, 1a que se obtiene por células Ty la
obtenida por ceélutas B, y aunque las cuentas por minuto son bajas (por e! bajo
rendimiento de células obtenido) es claro que hay una diferencia Lo mas interesante
obtenido es que las células T son estimuladas por el Mycoplasma solo en presencia de
células adherentes como se muestra en la figura 30 Este resultado nos permite
especular acerca de la posibilidad de una esttmulacion inespecifica del tipo simidar a la
causada por los superantigenos. ios cuales han sido aislados ya de otras especies de
este microorganismo pero nunca de M. pulmornis

Esto pude también estar contribuyendo a la inmunosupresién encontrada en esta
infeccion como lo muestran recientes reportes donde se compard 1a produccion y
proliferacidén de células provenientes de pacientes con espondilitis anguilosante (SA)
contra las de donadores sanos usando un ensayo de sangre completa Donde cultivos de
células sanguineas fueron estimutadas por el superantigeno conocido como MAS y otras
mas. Los individuos con SA mostraron IFN-y significativamente mas bajo y rangos de
proliferacion celular mas baja que los controles con todos los mitdgenos probados
Mientras que no hubo variacion en los niveles de IL-6. La IL-1 fue ligeramente baja en los
grupos con SA pero solo con MAS mostrd diferencia estadistica. Ademas hubo una
elevacion significativa de linfocitos en pacientes con SA produciendo niumeros altos de
células CD4+ lo que implica que la relacidén CD4/CD8 atta, los autores concluyen que los
resultados apuntan hacia un fendémenc de supresion de los linfocitos T (Brand y col.,
1997). Como se notara muchas de las observaciones del anterior reporte se asemejan a
wvarios fenémenos obtenidos en este trabajo, lo cual da consistencia y despierta muchas
interrogantes.

La micoptasmosis por M. arthritidis depende del MAM (M. arthritidis mitogen) ya
que la toxicidad ocurre solo en cepas de ratones congénicos e intracruzados que
expresan moléculas I-E. Una asociacidon similar con el I-E se ha demostrado también por
ta necrosis dérmica inducida por 1a inyeccién subcutanea del microorganismo en raton.
Los investigadores sugirieron que el MAM participa no sélo activanda las células T
produciendo la liberacion de linfocinas inflamatorias sino también suprimiendo las
defensas del hospedero. evidencia de esto es que el organismo inyectado
intravenosamente persiste mas tiempo en circulacion sanguinea de las cepas de ratones
§-E” que en las cepas de ratones congénicos |I-E” (Cole y col., 1982). La inmunosupresion
se ha observado recientemente después de la inyeccion de MAM en ratones portadores



de I-E, estos ratones presentan linfocitos incapaces de proliferar en respuesta al MAM y

en menos proporcién a los mitdgenos de lectinas Este estado aneérgico parece estar

mediado por las celulas CD4” que pueden supnimir la respuesta normal de las células a

MAM parece supnmir otras funciones de celulas T tates como la

dinitroflucrobenceno (ONFB) y pueden prolongar fos
En contraste el MAM parece

tos mitogenos
sensibilidad al contacto del
transplantes entre las barreras H-2 y no H-2 (Cole, 1991)
no tener efectos supresores consistentes i1 vivo sobre las funciones de los linfocitos T
sino al contrario parece aumentar su actividad, esto es concluido cuande se observo que
las inyecciones intravenosas de MAM incrementa el numero de celulas productoras de

i wviva (Cole.

anticuerpos en respuesta a fa adnunistracion de eritrocitos de carnero

1991)
El fenomeno observado en Jlos esperimentos de este

secuencia de activacion y desactivacion de clonas de linfocitos T que nos

trabajo muestran una
lteva a la

presencia de diferentes patrones de interfeucinas durante la infeccion, 1os superantigenos

pueden lograr esto como se disculié anteriormente pero que tanto puede la dosis de los

antigenas de Micoplasmas influenciar en la regulacion de la respuesta inmune?. La dosis

de antigenc puede ser un regulador importante para ila seleccidon de las funciones

10 vivo mostraron que altas y bajas cantdades de antigeno

efectoras Estudios
moderados estimularon t!a produccién de

estimularon DTH mientras que niveles
anticuerpos (Mossman y Sad, 1996). Efectos similares ocurren en modeios infecciosos
como se demostrd en la induccidon de una reaccion DTH que sanaba a ratones BALB/c
infectados con cantidades muy bajas de Leishmania y una respuesta de anlicuerpos que
no sanaba a los ratones utilizando dosis mas altas (Bretscher y col., 1996).

Experimentos recientes in vitro también han implicado la dosis del antigeno como
un factor importante en la decision T, -Thz aunque la interpretacion de los resultados es

compiicada. El incremento de la dosis puede cambiar la respuesta de Tpy a Thz O

viceversa y cuando se usa un amplio rango de dosis pueden ocurrir dos fenémenos: Ty, -

> Tny -> Tre (Hosken y col.,, 1995). No obstante los resuitados in vivo sugirieron una

progresion DTH —> anticuerpos—>DTH.
sobre la diferenciacidon deben distinguirse de la regutacién de células efectoras Tny
maduras, células T,1 completamente diferenciadas son estimuladas por dosis moderadas

Los efectos de la concentracion del antigeno
Yy Thz

pero no por dosis altas, mientras que las células Tp; responden a un amplio rango de
Las consecuencias de las dosis altas o bajas de

concentraciones (Fitch y cot., 1993).
A bajas

antigeno depende de la naturaleza soluble o particulada del antigeno.
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concentraciones de un péptida antigénico soluble, cada CPA debe presentar un baja

densidad de complejos péptido-CMH. En cambio, a bajas dosis de un agente infeccioso,

relativamente pocas CPA capturan antigeno. sin embargo cada CPA deberia presentar
cantidades substanciales de antigeno debidao a la digestion de particulas completas, este
efecto se exagera si el patogeno se jlocahza en una pequena area de anfeccion EI M
puimorns podria estar utihzando la concentracion del antigeno para logra los cambios Ty,
de productos en forma intermitente que le permairia

a Ta: secretando dosis regulada
desviar i1a respuesta inmune que e estuviera combatiendo

La decision Tny - Tw, es crucial parad una inmumidad efectiva, por o tanto puede ser
ventajoso para los Afcoplasmas el influenciar en esta decision St un solo crniteno fuera
responsable unicamente para la decision es muy posible que [0S MICroorganismos con
cambios evolucianarniaos rapidos hayan desarrollado farmas  de interferir Por ejemplo es
bien conocido que los virus han desarrollado mecanismaos sofistticados de interferencia

inmune basado en la apropiacion de muchos genes para receptores de citocinas Por

esto, tiene sentido que la decision de que funcion efectors se requiere debe basarse en

una compieja red de factores intercomunicadaos ya que esto debe dificultar ia interferencia

de patégenos Aunque las célutas Ta, y T.: son fuentes principales de sus citocinas

respectivas otras muchas ceélulas dentro y fuera del sistema
Las subpoblaciones de celulas T yo& CD4+ y las celulas CD8+ pueden
1995). Las celulas NK

nmune también producen

estas citocinas
secretar todos los patrones de citocinas Tny © Thy (Ferrick y col..

producen IFN-y y TNF y contribuyen a una respuesta parecida a ta T, Como se

menciond antes, la IL-4 (y posiblemente otras citocinas Th;) es sintetizada por las células
cebadas, células B, basdfilos y celulas CD3+CD4+NK1 1+ (Yostumoto y Paul, 1994)

Ademas la IL-10 es producida por macréfagos, queratinocitos y células aun no

identificadas de la placenta (Mossman T.R., 1896). Asi muchos tipos de células pueden

o Tw . ¥y se ha sugerido que estas

contribuir a un patron general de citocinas Tp
1981). Aungue

respuestas deberian referirse como Tipo 1 o Tipo 2 (Salgame y col..

muchas tendencias Tn; ©0 Thz se han encontrado en infecciones y enfermedades

autoinmunes, es seguro que los estudios cuidadosos de las localizaciones anatomicas y

la cinética de la respuesta proveera datos mas definitivos. Muchas respuestas inmunes

pueden permanecer localizadas. por esto el muestreo de linfocitos de sangre periférica
puede proveer informacion acerca de las respuestas potenciales, mientras que se
requiere el muestreo de las células de los ganglios tinfaticos para saber las respuestas en
activo. Ademas los tiempos de estudio son importantes como se cbservd en un modelo
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de malaria en la que las respuestas Tn; vy Thz predominan en diferentes etapas de la
infeccién (Taylor-Robkinson y co!, 1993) y como se ha demostrado también en este
trabajo. €1 patron de citocinas Tay ¥y Twhz han sido implicadas ahora en muchas respuestas
inmunes concernientes a infecciones, alergia y autoinmumidad Estos patrones de
citocinas también contribuyen a ta inter-regulacion del sistema inmune con otros sistemas
como se observa durante la relacidn entre infeccion y el embarazo (Wegmann y col .,
1983).

Después del analisis de los resultados obtenidos en el presente trabajo en el
cantexto de los mas recientes hallazgos cn esta area, solo queda continuar el estudio de
los mecanismos de inmunomodulaciéon de tos AMicoplasmas en dos vertientes 1) Tratar de
bloquear los efectos a nivel de la produccion de interleucinas, inyectando a los animales
IL-12 o IFN-y, o agravarios 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 algun tipo de superantigeno, como ya se ha demostrado para otras
especies de Micopl/asmas.
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6. CONCLUSIONES

1. El M. pulmoms causa alteraciones en la respuesta inmune de ratones Balb/c, tanto a

nivel humora! comao a nivel celular

2. A nivel humoral produce una disminucion de 1o respuesta de anticuerpos contra

eritrocitos de carnero

3. Los niveles de anticuerpos anti-Mp en und infeccion cromca sen muy disminudos, sin

embargo, se presenta und respucsta de anticuerpos adecuada contra la membrana de

estos microorganismos
4. Existen cambios hematologicos en armimales infectadaes y una disnmunucion en la funcén

fagociuca

5. Las membranas de los Micoplasmas son altamente mitogaerucas, fenomeno que es

independiente de la especie de microorganismo

6. La infeccién con este microorgarmismo afecta los porcentajes de knfocitos T CD4+ y
CD8+ en imo y sangre, pero no en bazo

7. Existen variaciones en los niveles de -4 ¢ IFN-, durante et transcursoe de la infeccion,

los cuales coinciden con la disminucion de la respuesta DTH

8. Estos cambios no son permanentes, tienen un comportamiento de tipo recurrente

durante todo el proceso infeccioso

9. De acuerdo a los resultados de este trabajo, los AMicop/asmas y sus membranas son
activadores de los linfocitos B y en menor proporcién de los linfocitos T

10. Las linfocitos T de animales sanos estimulados con productos de Micoplasmas
secretan niveles altos de IL-4.

11 Linfocitos T de animales infectados estimulados con
niveles altos de lL-4, que son anormales comparados con los niveles secretados por

fitohemaglutinina producen

linfocitos T normales estimulados con este mismo mitdégeno

12. Se encontraron pocos cambios histoldgicos 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 patrén de activacion de

subpoblacidnes de células T de Thy @ Tz . con el fin de hacer inadecuada la respuesta

inmune del hospedero para su eliminacion.
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7. APENDICE
A) Utitlizacién do los Kits para el calculo de la concentracién de Interteucinas,

Equilibrar el kit a temperatura ambiente

a.

b Determuinar el tamano del ensayo y la distnibucion de las placas. Determinar el
tamano del ensayo (mitad de a2 pliaca o placa entera) considerando el nimero
total de pozos requendaos

c. Preparar el buffer de lavado anadiendo 50 mi del concentrado en 950 ml de agua

desiomzada y mezclar vigorosamente
d. Preparar diluciones estandar de IL-4 ¢ IFN-g
Para la curva estandar, anadir 100 @i por pozo de¢ cada estandar en duplcado

e.
(totat de diez pozos)

f. Para muestras de suero se anaden S50 ul de diluyente de ensayo seguido de 50
pl de suero

g. Sellar la placa con cubierta adhesiva € incubar 1 horax5 nun a 37£2°C

h. Remover el hiquido de los pozos por aspracion o por nversion de la placa y

agitacion. cuidando de no desensamblar los pozos
Lavar 4 veces utilizando buffer de lavado en cada pozo
Eliminar el exceso de liquido utihzando papel higiénico

k. Pipetear 100 p! del conjugado en cada pozo
Sellar ta placa con la cubierta adhesiva e incubar por 1 hora +5 min a 37+2°C.

Remover el liquido de los pozos aspirande o invirtiendo !a placa y agitando sin

remover las tiras.

Lavar 4 veces como en el paso i), después decantar completamente.
o. Secar con papel higiénico.

Pipetar 100 ul del sustrato a cada pozo

P

q. Incubar a temperatura ambiente por 20 min

r. Detener el desarrollo del color anadiendo 100 ul de solucidén de paro por poza.
Los tonos azules de los pozos se tornan amarilios.

s. Calibrar ei lector de ELISA en los pozos con el estandar de 0 pg/ml. despueés leer

la absorbancia a 450 nm de los pozos restantes.
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B) Preparacion y uso de perlas Dynabeads.

a. Lavado de las pertas Dynabeads

1. Resuspender las petlas en el vial

2 Transterir 1a cantidad deseada a un tubo de ensayo

3. Colocar el tubo junto a un Magneto por 2 Mminutos y pipetear el fluido

4 Remover el vialy anadir T a 2mi de solucion amortiguadora y resuspender
5

Repetr el paso 3 y resuspender al linal con un volumen de amortiguador igual

al removido
celulos Thy 1 2 positivas
tra de tepdo y suspender las celulas en medio de cultivo o

b. Separacion de las

Preparar 1la mue
sol. de Hank con 1%, de suero fetal de bovino
Contar las celulas blancas y hacer un eshmado del numero de celulas blanco

-

Pipetear el volumen requendo de perlas prelavadas de acuerdo a la tabla o ios

w

propios calculos det expenmentador
celuar Mezclar

Anadir  Dynabeads directamente o

4 ia sSuUsSpension
vigorosamente por 1 segundo e incubar durante 20 min a 4°C en un agitador

circular con movirriento suave
Colocar el tubo en el magneto por 2 mun (3 min para tubos de 50 mi)

8.
Pipetear el sobrenadante del tubo mientras las celulas rosetadas son umnidas a
la pared del tubo por el magneto
7. Remover el tubo de ensayo del magneto y resuspender suavemente [as
células rosetadas en amortiguador de lavado. Evitar la resuspension usando
pipeteo vigoroso o rmovimiento prolongado con el vortex ya que se puede
causar dano a las células
Repetir los pasos 5, 6 y 7 tres veces y resuspender las celulas en el volumen
deseado de un amortiguador apropiado. las celulas rosetadas aisladas
pueden ser usadas para diversas aplicaciones.

[A J Vol. pipeteado 25 ul 25 ul 25 ul I

FL No. de pertas 1.0 x 10 perlas 2.0x 10 pertas 40 x 10 perlas ]

LC LNo. maximo de celuias I 2.5 x 10" celulas J’ 5.0 x 10° celulas 1 1.0 x 10" celulas I
A = Conversion del volumen pipeteado de ias Dynabeads; B = Numero de Dynabeads; C
= Cantidad maxima de células que estas cantidades pueden aislar.



s separadas con Dynabeads

c. Obtenciéon de las ceélul

. Incubar las células rosetadas a 37°C durante toda la noche.
2. Colocar el tubo junto al magneto durante 2 min y pipetear la suspensién de
células que permanece en el fondo
3. Lavar las célutas una vez con solucion de Hank y/o medio de cultivo con suero fetal
bovino.

C) CONTEOQ DE CELUILAS ROJAS.

a. Se llend la pipeta de toma de eritrocitos hasta la marca de 0 5 con sangre conteniendo

anticoagulante

b. La pipeta inclinada aproxmadamente 45°C se giro mentras se llenaba con el liquido de

Hayen hasta |a marca de 101

Tapando con el dedo el extremo nfenor de ta pipeta, se retiro con cuidado el tubo de

aspersion

d. Tomandola entre los dedos indice y pulgar se sometio la pipeta a agitacion durante 3
min .

e. Se tiraron las primeras cinco gotas y se
capilaridad. sin que se derramara por los canales y a su vez quedara la superficte tien

leno 1a camara hematocitomeétrica por

cubierta.

f. Se dejo reposar tres min y se observo al microscopio

g. Se realizd la cuenta de entrocitos en 5 de los 25 cuadros pequefios del centro (los
cuatro extremos y el de!l centro) de la camara de Neubauer

n. Para conocer el valor entrocitano, a la surma de erntrocitos contados se le agregaron

cuatro ceros y el y el resultado se exprese en eritrocitos por mm?®.

i. La cuenta se hizo por triplicado, se caiculo la media y la desviacion estandar y se hizo la
grafica correspondiente en forma de histograma con los valores promedio de cada una

de las sustancias estudiadas.

D) CONTEO DE LEUCOCITOS.
a. Se llend la pipeta de toma de eritrocitos hasta la marca de 0.5 con sangre con

anticoagulante.
b. La pipeta inclinada aproximadamente 45°C se gird mientras se llend con el liquide de

Hayen hasta la marca de 11.
c. Tapando con et dedo el extremo inferior de la pipeta, se retird con cuidado el tubo de

aspersion.



Tomandola entre los dedos indice y pulgar se sometio la pipeta a agitacidon durante 3

min .
e. Se tiraron las primeras cinco gotas y se
capilaridad. sin que se derframara por los canales y a su vex quedara la superficie bien

flend la camara hematocitomeétrica por

cubiena

f. Se dejo reposar tres min y se observo af microscopio

g Se realizd la cuenta de leucocitos en 4 cuadnculas grandes de los extremos de la
camara hematocimétrica

h. Para conocer el valor leucocitarno la suma de leucocitos contados promedid y se

multiplicd por 50 y el resultado se da en leucocitos por mm*
i. La cuenta se hizo por triplicado, se calculd la media y la desviacion estandar y se hizo la
grafica correspondiente en forma de histograma caon los valores promedic de cada una

de las sustancias estudiadas

E) CUENTA DIFERENCIAL (POLIMORFONUCLEARES Y LINFOCITOS).

a. En el extremo de un portacbjetos, limpio y desengrasado se depositdo una pequena
gota de sangre recién extraida y con anticoagulante

b. Otro portaobjetos con bordes esmerilados se colocd en un angulo de 45° sobre la gota
de sangre y se dejo difundir por capilaridad a io largo de la arista del portacbjetos, con
un meovimiento suave se realizd la extension de sangre lo mas delgada posible.

c. Se dejo secar la extension ali aire libre para ewvitar la ruptura de las células

d. En una camara de tincion conteniendo colorante de Wright se colocd la extensién seca

durante 3 min.
e. Sin escurrir ni secar la extension se coloca en otra camara de tincién conteniendo agua

destilada durante 5 min.
f. Una vez trascurrido ese tiempa se saca de la camara y se deja secar.
g. Se observa al microscopio y se hace el conteo diferencial por triplicada.
h. Se calculd la media y desviacion estandar y se hizo la grafica correspondiente en formma

de histograma con los valores promedio.

F) NOMERO DE PLAQUETAS.
a. Se cargd con sangre una pipeta para cuenta de globuios rojos hasta la marca de 0.5 y

se llena con liquido de dilucion (oxalato de amonio) hasta la marca 101.
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b. Se agitd la mezcla por 15 min.
. Se cargo la camara de Neubauer piana y se deja reposar por 10 min en una camara

himeda
. Se contaron las plaquetas en toda la cuadncula central con el microscopio de contraste

de fase y a mayor aurmento
La cifra obtemida se multiplica por 2,000 dando el nimero de plaguetas por mm®.

G) ABSORCION DEL SUERO FETAL DE CARNERO.

1. Se lavaron los eritrocitos de carnero 3 veces cn PBS (pH 7 )

2. Se anadid 1m! de FCS. 0 5 ml de erttrocitos de carnero (EC) lavados y empacados.
3. Se incubo a 37°C por 30 min

4. Se centrifugod la preparacion y se separc el suero

H) PREPARACION DEL MEDIO DE INCUBACION PARA LA PRUEBA DE ROSETAS E.
1. Se afiadio 0.5 ml de FCS absarbido a 9.5 mi de MEM
2. Se anadid 0.2 ml de EC lavados al MEM

1) PREPARACION DE SUSPENSION DE CELULAS DE BAZO.
1. Se sacrificaron un ratéon normal y un inoculado, por dislocacion cervical y remover su

bazo.
2. Se coloco cada bazo en la malla #50 estéril que estaba en una caja de petri (60X15
mm) conteniendo 10.0 mi de MEM.
3. Usando un lado de un bisturi, se presiond el bazo a través de la malla dentro del MEM.
4. Con un capilar se aspird la suspension celular muchas veces para dispersar asn mas
tas células y transfirid la suspensién a un tubo de ensayo largo.
5. Después de permitir sedimentar a los grumos grandes durante 10 min., se transfirio el
sobrenadante a un tubo de centrifuga conico y se centrifugé durante S min. a 400 rpm.
Se resuspendieron celulas en 5.0 ml de MEM-FCS, se realizé un conteo con un

6.
hematocitémetro y se prepard 1.0ml de una suspension celular conteniendo 10° células

70.1mi.
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J. SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRIETANOLAMINA (TBS)

NaCi (g) (Backer) 7.5
Trietanolamina (SIGMA) 28
HCI 1N (ml)(Backer) 17.0
MgCI1.6H,0O(g) (Merck) 0001
CaCl.2H,O (mil) (Merck) 002
980 2

Agua desionwada(ml)

K) SOLUCION DE LECHE DESCREMADA Al §% EN T8S

Skin-mitk (GIBCO) 5g
TBS 100mi

L) SOLUCION REVELADORA

Alfa-cloronaftot (SIGMA) 30 mt
Metanol (BACKER) 10mi
50 mt

TBeS
H:Oz (SIGMA) 0.05 ml
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m) CUADROS

Cuadro 5. Valores hematolégicos de los ammales inoculados con solucion salina

fisiolégica (Controles)
POBLACIONES CELULARES

) N PMN (%) (%)

13.7 17.2 72.3
13.6 17.3 73.2
13.8 17.1 71.4
13.4 17.5 72.0
13.5 16.9 72.6
13.6 239.8 17.2 723
24.44 +0.224 $0.671

i.c.= m=0.278 i.c.= m20.834
G.8. = Globulos Blancos x 10”7mm’, P = Plaguetas X 10; PMN = (4); GR. = G

Rojos X 10* rmun’; L = Linfocitos (%), m = modia: 3 » desviacion estandar: L.c. = intervalo de canfianza.

Cuadro 6. Valores hematoidgicos de los amimales infectados con Micoplasmas,
determinados a 10 dias después de haber sido infectados.
POBLACIONES CELULARES

G.R. 8. P PMN (%)
8. 183 233 27.3 86.0
B.4 18.5 267 28 as
17.6 265 25 85
8.3 17.6 246 26 82
8.3 17.6 220 253 84
m =8.52 17.92 246.2 26.32 85
s =20.295 20.444 +20.29 +1.291 22.236
i.c. = m20.367 he. = m20.552 i.c.=m=25.23 i.c. = m=1.61 i.c.=m==2.78
G.8. = Globulos Biancos x 107mm?% P = Plaquetas X 10; PMN = (%), G.R. = G
Rojos X 10" imm’; L = Linfocitos (%); m = media: 3 = e = de conflanza.

Cuadro 7. Valores hematolégicos de los animales inoculados con membranas
aisladas de Mycoplasma capricolum.
POBLACIONES CELULARES

G.R. G.B. & PMN (%) (%)
. 8.4 18.9 288 27 88
8.2 19.1 268 23 so
8.7 19.7 315 38 23
8.5 18.0 320 31 88
8.8 18.9 308 33 91
m= 8.5 18.9 299.8 30.4 90
= $0.274 20.61 2$21.545 %5.727 21.897
l.c, = m=*0.297 i.c. = m20.758 l.c.= m+26.79 ic.=m27.12 i.c. = m+2.64
G.B. = Gldbulos Blancos x 10°/mm® P = Plaquetas X 10 PMN = (%): G.R. =
de .

Rojos X 10*/mm”; L = Linfocitos (%XLm = media:s = ihe, =



Cuadro 8. Valores de peso relativo de bazos de animales infectados con M.
pulmonis en diferentes estados de la infeccion, y con preparados de membranas
aistadas de M. pulmonis y M capricolum

PESOS RELATIVOS (X10 %)

ANIMALES INFECTADOS ANIMALES CON
(Semanas post-infeccién) _ MEMBRANAS
Controles 1 R 2 3 Mp.
6.0 7.7 6.4 7.6
5.8 7.7 6.8 B.0
4.9 6.6 7.4 7.0
5.9 ) 6.5 6.9 6.9
a9 7.0 . .®’.9 6.8
m=55 71 6.88 7.26
$0.55 +20.58 *0.36 20.52

i.c.= m20684_Ic.=m#0.721_I.c. = m20.448 0.435 i,

Mp.= Membranaa de M. pulmoris ; Mc = mambranas da M. Capricolum.: m = media; % = desviacion estandar:
Lc. = intervalo de conflanza.
Tabla 9. Titulos de anticuerpos aglutinantes contra eritrocitos de carnero en
animales inoculados en el dia cero con SSF. Los ertrocitos también fueron
inoculados ai dia cero

___Titulo dc anticuerpos (1/n)

DA 3 5 7 14 21 28
o 8 32 64 64 32 16
o] 4 32 64 32 32 16
[¢] 8 16 64 64 64 16
o 16 32 64 128 16 64
(o] 8 64 64 64 32 8
m=0 8.8 352 64 70.4 352 24
s =200 +4.38 +17 53 200 +35.05 £17.53 +22 63
ic=m=+00 ic=mz125.45 ic=m221. 79 ic=m100 ic=m2456 ic=mz=221.8 ic=m=28.3
m = mecha. 3 = d estangar, = de . P =005

Tabla 10. Titulos de anticuerpos aglutinantes contra eritrocitos de carnero en
animales infectados con M puimonis. Los eritrocitos también fueron inoculados at

dia cero.
Titulos de anticuerpos (1/n)

DiA 3 5 7 14 21 28
e} 64 16 16 16 4 4
o] 64 16 16 16 8 4
0 32 32 16 16 8 8
o] 16 64 8 8 8 8
[s] &4 16 16 16 8 4
m=0 48 28.8 14.4 14.4 7.2 5.6
s =100 2263 +20.86 +3.58 +3.58 *1.79 +2.19
ic =m+0.0  ic=m+28.1 ic=mt259 ic=mzx4.45 ic=mt4.45 ic=m=x223 ic=mx2.72
m*meda. s = » e de . =005,

105



Tabla 11. Titulos de anticuerpos contra eritrocitos de carnero en animales
inoculados con membranas de A pu/monis al dia cero. Los eritrocitos también

fueron inoculados al dia cero.

Titulos de anticuerpos (1/n)

DIA O 3 5 k4 14 21 28
[} 16 128 64 16 16 16

[} 16 64 64 8 8 4

[o] 8 64 128 32 16 8

] 16 128 64 3z 16 4

[o] 16 128 64 16 16 8

m=0 14.4 102.4 76.8 208 14.4 8
s =200 +3.58 +35.05 328 62 *+10.73 +3.58 +4.9

ic=m213 3 ic=m2445 ic=mz=6 09

1ic=mz20 0 ic=mt4 45 ic=m143 6 ic=m2356
Tos valores representan 10g; dol LIGIo U6 anlicuniPOS NemagiLinantse. in = mMedia 8 « Ge3nacon e3fandar

= ntervalo ge confianza o < 0 05

<

Tabla 12. Titulos de anticuerpos contra eritrocitos de carnero en anunales
moculados con membranas de M caprico/urn al dia cero Los entrocitos tambien
fueron inoculados al dia cero.

Titulos de_anticuerpos (1/n)

DIA O 3 5 7 14 21 28
[s] 16 64 64 32 32 16
0 8 32 64 32 16 8
0 8 [s2] &4 32 32 8
(s} 16 128 64 32 16 4
o 16 64 64 32 16 4
m= 12.8 70.4 64 32 22.4 8
s=200 +4.38 +35.05 0.0 200 +876 $4.89
ic=m200 ic=m+10.9 ic=mzx6.08

ic=m+0.0  ic=m2544 ic=mz43 6 ic=mz200
LOs valores representan 1ogz del LILIO de anucuerpos hemagiulinante s
=ntervalo de confianza. p = 005

M = media, 5 2 Geswacion estandar i1c

Tabla 13. Valores del porciento de fagocitosis durante diferentes etapas de la
infeccion con M. pulmonis Los valores de los animales al dia cero son
considerados controles ya Qgque son animales que no se les inoculd ei

microorganismao.
DIA a 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 85 75 78 79
m=756 76.5 76.8 66.6 71.8 77.4 78.8

261 +1.91 +1.09 +4.28 +5.07 +1.51 +0.447
ic=m+1.88 ic=m+0.56

ic=m=3.24 ic=mx2.37 ic=mz1.35 ic=m=6.56 _ic=m16.30
Qque se CoNOCe CoMO indice fagociico. M = media, 3 = desviaccn

Los valares ot de
eslandar ; «C = intervala de confianza. p = 0 05



Tabla 14. Valores del Indice Fagocitico de animales infectados con M. pulmonis .a
los diez dias de infeccién y animales 72hr después de haber sido inoculados con
suspensiones ennguecidas de membranas de M pulmorus y M capricolum

CONTROLES INFECTADOS Mp Mc

78 79 79 75

76 65 78 79

74 66 78 77

75 65 77 78

78 65 79 79

m=76.2 68 782 776

+1.79 +6.164 $0.837 *1.673
ic=mzx2.22 Ic=mt7 .66 ic=m=1.041 ic=mz2 08
Los valores repr el por e de QUO Se CONcom Como  Indice fagocthco, M & media. s =
= de p=005

Cuadro 15. Valores de absorbancia a 650 nm. de sangre de animales infectados

y no infectados, inoculados con Carbén Colodal. Tiempo_cero
1 2 3
2.73 2.73 2.73 2.74
2.71 275 2.76 2.79
2.76 2.70 2.7 2.72
2.69 276 2.75 2.75
2.74 2.71 270 271
m=2726 2.73 273 2.74
s =10027 +$0.025 10.025 20 031
ic=m+ 0.034 ic=m+ 0.031 (c=m+ 0031 ic=m % 0.039
memeda, s = £l e = de confanza. p =005

Cuadro 16 Valores de absorbancia a 650nm de sangre de animales infectados y

no infectados. inoculados con Carbén Coloidal @ 3 min después.
SEMANAS DE INFECCION

CONTROLES 1 2 3
26 2.32 2.61 265
2.4 2.3 2.63 263
28 2.36 2.57 2.68
2.5 2.27 2.6 2.7
2.6 2.3 2.66 2.5

m =2.58 2.31 2614 2.632
s =+ 0.148 +0.0332 +0.0336 +0.0785
ic=m+0.184 ic=m+ 0.041 ic=ms 0.042 ic=m+ 0.098
ic = inie e "p =005

m = meais. 3 =
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Cuadro 17 Valores de absorbancia a 650 nm de sangre de animales infectados y

no infectados. inoculados con Carbon Coloidal a2 7 min despues

SEMANAS DE INFECCION
CONTROLES - 1 2 3
2.49 2 246 2 54
242 2.5 2.6 258
2.39 23 2.33 247
2.59 21 251 2.60
249 2 246 2.51
m=2476 218 2472 2.54
s = 10.077 +0 2168 +0.0978 +0.0524
ic=m+ 0096 ic=m * 0269 ic=mz 0122 ic=m* 00651

TR Media b = Gesviaaon e3Landar ic * imMenalo Oe confiania p = 0 0%

Cuadro 18 Valores de absorbancia a 650 nm de sangre de animales infectados y
no infectados inoculados con Carbon Coloidal a 10 min despues

SEMANAS DE INFECCION
2

CONTROLES 1 3
2.37 1.87 233 2.4
2.29 1.93 2.51 2.63
2.31 2 2.19 21
2.46 1.9 2.32 2.42
2.5 1.87 2.40 2.38
m = 2.386 1.914 2.35 2.386
s = 20.0918 10.0541 +0.1173 +0.1889
ic=m=+0114 ic=mz+ 0067 ic=m+ 0.146 ic=m + 0.2348
"aar € = o za p =005

m = media s =

Cuadro 19 Valores de absorbancia a 650 nm de sangre de animales infectados y
no infectados. inoculados con_Carbén Colaidal a tiempe de 30 min.

SEMANAS DE INFECCION

CONTROLES 1 2 3
1.82 0.82 1.72 1.81
1.71 1.01 1.65 1.895
1.90 0.93 1.8 2
1.82 0.55 1.51 2.5
1.83 0.83 2 1.81
m= 1816 0.828 1.736 2.014
+0.068 +0.1738 +0.182 +0.284
ic=m + 0.084 ic=m=+0.2161 ic=m + 0.226 ic=m * 0.353
m=media; s = o de ;DSDOS
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Cuadro 20 Valores de absorbancia a 650 nm de sangre de animales inoculados

con Carbdn Coloidal a tiempo de 0 mun
CONTROLES Mp Mc
2.73 2. 2.73
2.71 25 2.64
2.76 24 2.65
269 29 2.79
274 281 2.83
m =2.726 2.6 2.728
+0.027 +0.2096 £0.084
ic=m+00336 ic = m 02606 ic=m 0104
mioms M = Membranas 98 M Caicolum m = Meduas, 3 = GCanaon osandar, « &

Mp = Membranas de

intervalo de confianza. p = 0 05

Cuadro 21 Valores de absorbancia a 650 nm de sangre de animales inoculados

con Carbon Coloidal a tempo de 3 min
CONTROLES Mp Mc
26 2.1 2.3
2.4 2.3 2.06
28 1.9 1.99
25 2.6 1.87
26 2.08 2.8
m =258 2.08 2204
+0.148 +0 4147 10.368
ic=m + 0.184 ic=mt 0332 ic=m + 0458
Mp = Membranas de M pu/mons. Mc = Memoranas da Af caprICoum. m & Maedid, 3 T Jesvacon estdndar, ¢ =

intervaio de confianza. p = 0 0

Cuadro 22 Valores de absorbancia a 650 nm de sangre de anirnales inoculados

con Carbén Coloidal a tiempo de 7 min
CONTROLES Mp Mc
2.49 1.9 2.0
2.42 1.7 2.4
2.39 2.3 1.7
2.59 2.0 2.1
2.49 1.8 1.6
m=2476 1.94 1.96
+0.0.77 +0.2302 +0.3209
ic=m * 0.096 ic = m % 0.2862 ic =m + 0.3989
c = de A L ME Media. 3 » desviacdn aslandar. 1 =

Mp = a3 e M
intervaio de confianza. p = 0 05



Cuadro 23 Valores de absorbancia a 650 nm de sangre de animales inoculados

con Carbén Coloidal a tiempo de 10 min.

CONTROLES Mp Mc

2.37 1.0 1.9

2.29 0. 85 23

2.31 0.99 1.7

2.46 14 2.1

25 16 e .18

m = 2.386 1.168 1.92
300918 +0 3168 +0.2863

ic=mzx01141 tc=m t 0 3939 Ic=m 03559
M media s v GUsVIAGon esiandar i€ =

Mp = Mambranas do Al (uimons, Mc = Membranas de M Caioc oo,
ntervalo de confianza p =

Cuadro 24 Valores de absorbancia a 650 nm de sangre de animales inoculados
con carbon coloidal a tiempo de 30 min

CONTROLES Mp Mc

1.82 0.82 0.93

1.71 1.11 0.94

1.80 1.0 0.93

1.82 0.75 0.91

1.83 0.7 0.92

m = 1.816 0.876 0.926
+0.068 +0.1733 +0.0114

ic=m + 0.084 ic=maz=+ 0215 ic=m * 0.0142
e3tanaar_wc = mie

Mp = Te M e = Ge M = media. s =
de confianza, p = 0 05

Tabla 25. Titule de anticuerpos contra A

puimonis de animales infectados.

DIAS DE INFECCION TITULO (1/n_+ s)°
[e} o]
3 44 + 196
5 12.8 £ 3.92
7 144 + 3.2
14 34.7 £+ 14.4
21 22.4 + 7.84
28 17.3 = 7.1

1. Titulo de cinco .=
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Tabla 26. Tilulo de anticuerpos comtra M pulmornns y M
capricolum de animales inoculados con membranas
Mc

DIAS DE INFECCION Mp
i MRS ) (Vo sy
[4 o' o
3 256 + 7.84 264 » 686
5 1150 + 25 51.1 = 157
7 1280 + © 1280 + O
14 1040 + 31 1024 : 3135
21 576 : 128 1173 - 2388
28 640 » 00 [oX1]
Mp = M oo M 1¢ TdS e

1 Tetuic pr » cinca
AL CapNCOIUm. 3% deTviacson estandar

roselas espontaneas en

Tabta 27. Porcemaje de celulas formadoras de
animales infectados con M pulmorns y animales inoculados con rmembranas
GRUPOS ROSETAS “E"” (%)
Control 50.3+52
infectados 45.0x6.5
50.927.3
52.5 +42

Membranas de Mp

Membranas de Mc
1. Porcentaje obtenido haciendo un “pool”™ de las muestras tcabajadas

Tabia. 28. Mitogenicidad de las membranas de M. capricolum sobre linfocitos de

bazo de ratén.
CONTENIDO PROTEICO (ug/ml)
0 2.5 3 10

10507 12,860 18.880 25,829

2050 10,150 17,670 29.350

880 12,890 19,650 26,807

670 9,595 20.005 24,998

760 16,305 15.300 20.061

m = 1090 12,360 18,301 25,429
+559.2 2675 +1,901.5 +3.417.6

1= cuentas por MINULG = cpmM. M ® Meda, 5 3 desviacion estandar



Tabla. 29. Valores de grado de inflamacién de cojinete plantar de ratones
infectados y no infectados inoculados con Albumina Senca Bovina (100 nug).
para determinar la respuesta de hipersensibilidad retardadn

DIA INFECTADOS NO INFECTADOS ;
[2) 0.35+ 0160 0.35 +0.016 :
10 015+ 0019 033 +0017 ;
20 026 + 0023 038 + 0.008 }
30 032.0017 0.31:0019 ]
40 0.05 : 0.031 0.32 + 0.006 :
60 0.13 + 0.016 0.33 + 0.019 ¢
80 018 + 0.008 0 39 + 0.020 :
100 0251 0015 030 +0.017 :

Cuadro. 30. Valores de absorbancia 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 M pu/morus.

DIA INFECTADOS NO INFECTADOS :

{Absorbancia) (Absorbancia) !

0 0.056 + 0.020 0.056 * 0.001 |

10 0.038 = 0 001 0.043 + 0.006 :

15 0.00 + 0.00 0.033 + 0.008 ;
24 0.275 = 0.003 0.07 +0.003
as 0.281 £ 0.007 0.045 + 0.005
46 0.0 0.052 + 0.003
51 0.0 0.032 + 0.008
60 0.0 0.072 + 0.006

75 0.0 0.053 * 0.002 |

Cuadro. 31. Valores de absorbancia de la prueba de B
ELISA (Enzyme labeled immunosorbent assay) para H
detectar los niveles de [FN-y en suero de ratones !
infectados v no infectados con M _pulmonis.

DIA INFECTADOS NO INFECTADOS
{(Absorbancia) {Absorbancia)

o 0.131 + 0.009 0.131 + 0.006 :

10 0.100 = 0.010 0.102 = 0.003 i

15 0.317 £ 0.008 0.093 + 0.009 h
24 0.242 + 0.005 0.132 = 0.010

38 0.214 + 0.007 0.149 + 0.003 :

46 0.051 + 0.003 0.152 + 0.015 ¢
51 0.068 x 0.005 0.122 x 0.009
60 0.027 + 0.0016 0.134 % 0.003
75 0.026 + 0.003 0.135 + 0.005




Cuadro 33. Incorporacion de timidina 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 pulmorn:s

CELULAS CPM x 1000
No tratadas 25.0 £ 4750
Tratadas 150 « 3.450

Sin Mitogeno 0 40 + 0.0650

Tabla 34. Incorporacidn de timidina tritiada de suspensiones de ceélulas de bazo de
ratones sanos tratadas con anticuerpos anti-Thy 1.2 y complemento y estimuladas

con fitohemaglutinina (PHA)

CELULAS CPM x1000
No Tratadas 236+ 583

Tratadas 7.0+ 075
Sin Mitdégeno 04 +0.047

Cuadro 35. Incorporacién de timidina tntiada de suspenciones de células de bazo
de ratones sanos en diferentes etapas de la infeccidon y estimutados con

membranas y fitohemaglutinina (PHA).

CPM x 1000

DIA 5ug de prot. Mp /ml! Sug PHA/ mi
o 252 % 3.750 23.2+ 431
10 20.0 + 3.49 22.7+ 3.75
15 210+ 4385 24.8* 4.70
24 26.0 + 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 2495+ 4.23 20.0 £ 3.95
75 24.1 + 3.40 21.7 £ 3.70

Mp. = de M PHA = urina

n3



Cuadro 37. Porcentajes de ceélulas CD8+ en Timo de animales infectados con A
pulmon:s en diferentes etapas de la infeccion. anahizados por citometria de Fiujo

DIA CONTROLES INFECTADOS
I o {mzxs) (mzs)
[o] 8.06 2+ 1.6 806+ 16
10 978+ 1.8 585+ 22
15 1015 +33 3861+ 16
24 879+20 373221
38 755211 318x 1.9
a6 & 74+0098 14.11+ 53
51 7.65% 1.1 64720
60 9.55+ 2.0 556+ 2.1
75 696t 12 4991+ 1.6

M media, § * Gesvincion estandar

Cuadro 38B. Porcentajes de células CD4+ en Timo de animales infectados con M.
pulmonis en diferentes etapas de la infeccidn, analizadas por citometria de Flujo

DIA CONTROLES , INFECTADOS
(mz=zs) (m =+ s)

o 17.79 2 2.5 17792 2.5
10 837+ 16 2208+ 3.1
15 123+ 36 1945226
24 9.35x+ 1.2 1056+ 35
38 95221 7.08x 1.6
46 13.71 2 3.1 4145+ 6.5
51 1005+ 25 31.65+6.7
60 895127 2067 +6.3
75 14352 1.6 4.99+26

m = media. 5 * deaviacion estandas

Cuadro 39. Porcentajes de células doble positivas (CD8+ y CD4+) en timo de
animales infectados con M. pulmonis y animales inoculados con solucién salina

fisioldgica (SSF).

DIA CONTROLES INFECTADOS
{m +s) (m +s)
o 80.15 x 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+52 8295 £ 5.3
486 44.45 = 3.7 79.85 x 5.1
51 6187 £ 6.1 82.3 x50
60 73.37 53 81.5+ 438
75 83.31+6.1 78.51 = 3.7




animales infectados con M

Cuadro 40. Porcentajes CD8+ en sangre de
pulmonis y animales inoculados con Solucton Salina Fisiologica (SSF)

DIA CONTROLES INFECTADOS
{m ¢t s) (m ¢+ s)
o 2301 :28 230121
10 3147 2275 3749+ 1.8
15 2565129 3186+ 17
24 3016 + 3.1 2243+ 19
38 2465+ 23 3344 :21
46 3015+ 35 272712
51 2165:26 5711+ 15
60 2475 : 2.9 2662+ 12
75 2789:25 4003+ 3.1

Cuadro 41. Porcentajes CD4+ en sangre de animales infectados con Af pul/monis
y animales inoculados con Solucion Sahna Fisiologrca (SSF).

T DIA | CONTROLES ' TINFECTADOS
{m *s) {(m + s)
o} 722618 7226+ 2.1
10 6346 = 165 5477 + 2.3
15 6679 = 1.76 6462 £ 2.4
24 6417 £ 2.5 7679+ 23
38 7057 2 3.1 62445t 2.1
46 6297 =15 68.18 + 2.3
51 7283 =12 41.36 + 1.5
60 69.54 = 2.1 505+ 16
75 68.56 = 1.2 40.03 + 1.2

m = Media 3 T JesviaciOn estanaar
Cuadro 42. Porcentajes CD8+ en bazo de animales infectados con M. pulmonis y

animales inoculados con Solucidon Salina Fisioldgica (SSF).

DlA CONTROLES INFECTADOS
{(mts) {(mz+s)

o 30.62+ 1.3 30.62+ 13
10 29.04+ 1.5 30.13+ 15
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 3112+ 1.2 29.815+ 1.0

s



Cuadro 43. Porcentajes CD4+ en bazo de animales infectados con M
pulmonis y animales inoculados con Solucion Salina Fisiolégica (SSF).

DIA CONTROLES INFECTADOS
{(m + s) (m ts)

o] 6474 + 1.3 6474 £ 16
10 67,56 + 1.5 65265+ 17
15 66.68 + 2.1 7164 2 1.75
24 67.08 + 1.2 70.7 1.7
38 69.08 + 1.45 68.965 + 1.3
46 67.57 =+ 1.23 67.96 = 2.1
51 6889 +2.1 65.83 £ 1.7
60 68.66 + 2.3 68.97 + 1.5
75 64.67 + 1.3 67.48 + 1.65

Cuadro 44. Valores de la relacion CD4+/CD8+ en timo, sangre y bazo de
animales infectados con M. puimanis

DIA TIMO SANGRE BAZO
Q 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
38 2.227 1.869 2.364
46 2.941 25 2.469
51 4.901 1.426 2.049
60 3.718 1.897 2.278
75 2.415 1.426 2.262

Cuadro 45. Incorporacién de Timidina tritiada de preparados de ceélulas B
separadas por el sistema Dynabeads, utilizando diferentes sustancias

como mitégenos.

PRODUCTO | CPM x 1000 (+s)
LPS 9.0+ 1.52
Membranas 6.0 = 1.65
Mycop. Inact. 7.0 £0 .496
SNDT 40=x 11
PHA 1.0 £ 0.675
SSF 0.09 + 0.0002
CPM = Cuentas Ppor minuto. s = desviacion eatindar, sndt =
. PHA SSF = salina
fisioldgica.
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Cuadro 47. Incorporaciédn de Timidina tritiada de preparados de células T
separadas por el sistema Dynabeads incubadas con células adherentes,
utilizando diferentes sustancias como mitégenos.

PRODUCTO | CPM x 1000 (+ s)
LPS 1 1 00456
MEMBRANAS 4+0175
MYCOP. INACT. 4.89 = 0 0996
MED.CULT. 310175
PHA 911016
SSF 0.09+ 0.003
CPM = Cuenteas por Mo LPS = Ipopohsacandgo FHA =
it hrwna, SGF = saunas

Cuadro 48. Valores de absorbancia de ta prueba de ELISA para
determinar [os niveles de IFN-y e IL-4 producidos por células de bazo de
animales sanos e inducidos por diferentes productos.

PRODUCTO -4 (xs) IFN-y (ts)
Mp 0.028 + 0.0016 0.2 +0.017
PHA 0.025 x 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. 0.029 x 0.0036 0.178 x 0.0195
SSF O+ 0.0016 O + 0.0023
Mp = Membranas 0@ M pulmoms. PHA = Fiohemagiutimna. SNDT =
Sotrenadante de Cultvo. MC = Medio de CuUtivac . Mi = M pulmOms
. SSF = Sy sanna s = estnandar

Cuadro 49. Valores de absorbancia de la prueba de ELISA para determinar
los niveles de [FN-y e IL-4 producidos por ceélulas de bazo de animales
infectados e inducidos por diferentes productos.

PRODUCTO | -4 (5) | _IFN-g (£s)
Mp 0.135 = 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 x 0.0009
M. 0.123 + 0.017 0.178 + 0.0576
SSF 0 + 0.09 0+ 0.019

Mp = Membranas de M pulmors, PHA = Fitohemagiutinina, SNDT = Sobrenadante
Ge Cultivo; M.C = Medio de Cultivo : M1 = M. puimons machvado: SSF = Solucion
saina X !
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