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RESUMEN

El asma y la rinitis suponen un problema de salud, son enfermedades muy comunes
en todo el mundo, que afectan al menos del 10 al 30% de la poblacién, y su prevalencia esta
aumentando. Las exacerbaciones asmaticas estdn vinculadas con mayor frecuencia a la
presencia de virus y bacterias como M. pneumoniae y M. fermentans sin embargo, se
desconoce si Mycoplasma spp participa en la fisiopatologia de la rinitis alérgica. Por este
motivo fue de importancia en el presente estudio aislar al microorganismo Mycoplasma spp
en las muestras de exudado faringeo y orina de 120 pacientes con asma, 211 con rinitis
alérgicay 171 pacientes sanos como grupo control.

Diversos estudios indican que los factores ambientales tales como la presencia de
microorganismos, insectos, la diversidad de plantas y arboles entre otros; desempefian un
papel relevante en la etiologia del asma y la rinitis alérgica, por lo cual en el presente
estudio se determind la susceptibilidad de aquellos pacientes asmaticos y con rinitis
alérgica que resultaron positivos al aislamiento de Mycoplasma spp ante la exposicién a
extractos de alérgenos ambientales de tres tipos: intradomiciliarios, forestales y de tipo
maleza. Los resultados indicaron que se aisl6 Mycoplasma spp en el 29% de muestras de
pacientes asmaticos, el 38% en pacientes con rinitis alérgicas y 4% en el grupo de
pacientes sanos. Los pacientes que cursaban con exacerbaciones de asma o rinitis alérgica
fueron susceptibles a los extractos de diversos alérgenos ambientales principalmente al de
acaro, trueno y pasto, en una mayor proporcion, con respecto a los pacientes sanos, que
fueron susceptibles sélo al extracto del alérgeno acaro y resultaron insensibles a todos los
demas extractos probados. Con los resultados obtenidos fue posible concluir que es posible
que exista una relacion en la prevalencia entre el aislamiento de Mycoplasma spp y las

exacerbaciones del asma y la rinitis alérgica.

vii



I. INTRODUCCION

1.1 Relacion de la prevalencia del asma y la rinitis alérgica con los factores

ambientales.

El Centro Nacional de Excelencia Tecnoldgica en Salud (CENETEC) en su catalogo
maestro de Guias de Préactica Clinica, define al asma como una enfermedad cronica
inflamatoria de las vias aéreas, en la que participan diversas células y mediadores quimicos,
cuyo desarrollo y expresion puede vincularse a diversos factores, tales como:

a) Inherentes: Genéticos, Obesidad, Género y b) Ambientales: Alérgenos (intra y extra
domiciliarios), infecciones virales, tabaquismo pasivo y contaminacién ambiental. *

Con respecto a los factores ambientales que contribuyen a la expresion del asma, un estudio
realizado en algunos municipios del Estado de Puebla, demostré que existe una correlacion
inversa entre la incidencia de asma y el grado de marginacion entre los municipios,
resaltando que las condiciones de la vivienda influyen en el establecimiento de asma.
Incluso hizo evidente que la falta de servicios de sanidad como el drenaje y la construccion
de letrinas, inducen a la poblacién a defecar al aire libre, lo cual podria estar vinculado a la
exposicion cronica con microorganismos presentes en la materia fecal (bacterias Gram
negativas), desde la infancia hasta la edad adulta, lo cual se ha correlacionado con la
generacion de un efecto protector, que podria disminuir el riesgo de padecer asma. Asi
mismo este estudio indicé que los municipios con mejores servicios publicos, tales como;
viviendas y urbanizacién, denotaron una mayor prevalencia de asma, posiblemente debido
a la presencia de algunos factores ambientales, que inducen a la modulacion positiva de la
incidencia de asma, en contraste con aquellos municipios cuyas condiciones sanitarias

deficientes, refieren a mayor grado de marginacion; por lo cual existio una modulacion



negativa en el desarrollo y expresion del asma bronquial, de acuerdo al nimero de casos
reportados por Instituto Nacional de Estadistica y Geografia e Informatica (INEGI), en su
reporte anual de 2010. 2

Otros autores reportan que la exposicion frecuente a factores presentes en el medio
ambiente, como es el desarrollo de actividades agricolas podrian estar vinculados a la
proteccidn contra el asma, pues parece correlacionarse estrechamente con la exposicion al
microcosmos de diversos microorganismos (hongos en el aire y la biodiversidad
bacteriana).® Incluso es de importancia extrema el papel que desempefia el uso de
antibioticos, ya que se report6 que su uso indiscriminado, en particular de manera excesiva
durante el embarazo o el periodo neonatal, inducen cambios en la microbiota que han sido
implicados el desarrollo de asma. *

La rinitis alérgica es definida segiin el CENETEC en su catalogo maestro de Guias de
Préctica Clinica, como una enfermedad crénica inflamatoria de la mucosa nasal mediada
por anticuerpos IgE alérgeno-especificos con participacion de diversas células, citosinas y
mediadores, cuyos sintomas principales desencadenados por la exposicion a alérgenos, son
la rinorrea, obstruccién nasal, prurito nasal y estornudos en salva, los cuales remiten
espontaneamente o con tratamiento. Frecuentemente los pacientes con rinitis alérgica
presentan sintomas conjuntivales y de asma.” Esta enfermedad es la primera causa de
consulta en Alergologia en muchos paises incluyendo México. &°

Para explicar este incremento de su prevalencia existen multiples explicaciones, tales como
la influencia de los factores genéticos, el estilo de vida y las condiciones del medio
ambiente. > ' Una de las teorfas més relevantes es la llamada hipétesis higiénica, que
postula que una forma natural de modular la respuesta inmunitaria es entrar en contacto con

alérgenos y microorganismos (o partes de ellos) en etapas tempranas de la vida. ** 3

2



De manera interesante un estudio mostré que los nifios que habian vivido en el campo o
zona rural durante los primeros afios de vida, presentaron una menor prevalencia de
sintomas nasales en comparacién con otros nifios que no tuvieron esa experiencia. Los
resultados demostraron que los nifios que vivieron en zonas rurales disminuyeron sus
probabilidades de presentar sintomas nasales o sintomas nasales y oculares. Lo cual fue
consistente con informes de otros paises, ademéas se considera que el contacto con los
animales domésticos (perros y gatos) y de corral (cerdos, vacas y caballos, entre otros) en
los primeros afos de vida puede favorecer el desarrollo temprano del sistema inmunitario

de los nifios al entrar en contacto con un espectro mas amplio de antigenos.**

1.2 Asma y rinitis alérgica como problemas de salud

El asma y la rinitis suponen un problema de salud, son enfermedades muy comunes
en todo el mundo, que afectan al menos del 10 al 30% de la poblacién, y su prevalencia esta

aumentando.* ¢

Dentro de los factores desencadenantes de rinitis alérgica destacan: A) Neumoalérgenos:
acaros, animales domeésticos, insectos, polenes, mohos (Alternaria spp, Cladosporium spp)
B) Contaminantes: Ozono, éxido nitrico, y el didxido de azufre y Carbono) Medicamentos:
Aspirina y otros farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES), que inhiben la sintesis
de prostaglandinas. Frecuentemente los pacientes con rinitis alérgica presentan sintomas

conjuntivales y de asma. 1" 8

El asma ha sido definida por la Iniciativa Global para el Asma (GINA) como una

enfermedad inflamatoria crénica de las vias aéreas en la que participan diversas células y



mediadores quimicos; se acompafia de una mayor reactividad traqueo-bronquial
(hiperreactividad de las vias aéreas), que provocan en forma recurrente tos, sibilancias,
disnea y aumento del trabajo respiratorio, principalmente en la noche o en la madrugada.
Estos episodios se asocian generalmente a una obstruccion extensa y variable del flujo
aéreo que a menudo es reversible de forma espontanea o como respuesta al tratamiento. **
% Las causas que provocan el asma bronquial y que motivan la respuesta de los
mecanismos antes referidos se clasifican en: A) Extrinsecas: Antecedentes familiares
positivos para alergias y se asocia con una hipersensibilidad de tipo 1 y otras
manifestaciones alérgicas, inducidas por agentes alérgenos como el polen, lana, polvo, o
contaminacion atmosférica, materias irritantes, variaciones meteoroldgicas, aspergilosis y
otros.?*? B) Intrinsecas o idiopatica: Comienza en mayores de 35 afios y sin antecedentes
personales ni familiares. Se inicia por estimulos no inmunoldgicos, sin elevar IgE,
representados por bacterias (Chlamydophila pneumoniae; Mycoplasma spp) hongos, tos,
trastornos psiquicos, estrés, etc. 3" C) Mixtas: Combinacién con frecuencia de naturaleza
bacteriana de factores intrinsecos y extrinsecos.’” Las exacerbaciones asmaticas estan
vinculadas con mayor frecuencia a la presencia de virus y bacterias como M. pneumoniae y
M. fermentans sin embargo, se desconoce si Mycoplasma spp participa en la fisiopatologia
de la rinitis alérgica. En la Republica Mexicana estudios realizados mediante cuestionarios
estandarizados en escolares de varias ciudades mexicanas se observd una prevalencia del
asma de 4.5%. El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) durante 2006 otorgd
600,000 consultas por asma y dio atencion hospitalaria a casi 270,000 casos de
exacerbaciones de asma. Al mismo tiempo la rinitis alérgica se consideré como la primera
causa de consulta en alergologia en muchos paises incluyendo México, y una de las diez

principales en atencién primaria. > *"* % 2 pPor todo lo anterior se concluye que tanto la

4



rinitis alérgica como el asma han aumentado su prevalencia; y son una importante causa de
hospitalizacion en grupos de edad vulnerables, afectando la economia familiar y barriendo
con los recursos de las instituciones. De esto se deduce el hecho de que un mejor
entendimiento de ambas enfermedades y su posible connotacion microbioldgica en

particular la posible relacion con las especies de Mycoplasma mejoraria su prondstico.
1.3 Clasificacion taxonémica de los micoplasmas

Las bacterias denominadas como micoplasmas cuyo significado es «forma de
hongo», estan clasificadas en la clase Mollicutes (Mollis = suave; cutis = piel). Esta clase
estd compuesta por cuatro ordenes, cinco familias y ocho géneros, de los cuales se conocen
183 especies. Dentro de estas especies, 16 se han aislado de humanos (Figura 1), siendo
reconocidas las siguientes especies del género Mycoplasma como patogenos: Mycoplasma
pneumoniae, Mycoplasma hominis y Mycoplasma genitalium, y a los Ureaplasmas; en el
caso de Mycoplasma fermentans, también es reconocido como un patdgeno, pero
oportunista en sujetos infectados con virus de inmuno deficiencia adquirida (VIH),
también se ha asociado a este micoplasma con artritis crénica. 3
Estudios recientes permitieron la identificacion de un nuevo micoplasma denominado

Mycoplasma amphoriforme, en secreciones del tracto respiratorio, asi como en individuos

inmunocomprometidos con bronquitis crénica, y Mycoplasma pirum.*

Existen numerosas especies de micoplasmas que se encuentran como flora normal en
personas sanas, por lo que la asociacién de éstos con la enfermedad hace dificil el

diagnostico.*



Orden |
Mycoplasmatales

Familia |
Mycoplasmataceae

Género | Mycoplasma
(105 especies)

Género Il Ureaplasma
(7 especies)

Orden 11

. Entomoplasmatal
Clase Mollicutes tomoplasmatales

Familia |
Entomoplasmataceae

Género |
Entomoplasma

(6 especies)

Género Il Mesoplasma
(12 especies)

Familia 1l
Sprioplasmataceae

Género | Spiroplasma
(34 especies)

Orden 111
Acholeplasmatales

Familia |
Acholeplaasmataceae

Género | Acholeplasma
(14 especies)

Orden IV
Anaeroplasmatales

Familia |
Anaereoplasmaataceae

Género | Anaeroplasma
(4 especies)

Género Il
Asteroleplasma

(1 especie)

Figura 1. Clasificacion taxonémica de la clase Mollicutes, en donde se observan los cuatro drdenes en
los que se divide la clase Mollicutes y los Géneros que incluyen a las 183 especies reportadas.
Elaboracion propia 2013.




1.4 Caracteristicas microbioldgicas de los micoplasmas

Los micoplasmas son considerados los microorganismos autoreplicativos mas pequefios,
carecen de pared celular, por lo cual resultan ser insensibles a los antibi6ticos
betalactdmicos, tampoco se tifien por la técnica de Gram, otra caracteristica es su
pleomorfismo derivado de la ausencia de pared celular, su sensibilidad a los detergentes, a
los solventes organicos y a los cambios en la osmolaridad del medio.** %

La ausencia de la pared celular y el contenido de esteroles en su membrana, asi como una
red de proteinas internas les confiere una forma similar a un citoesqueleto. Este organelo
participa en la formacion del 6rgano de fijacion, ademas de ayudarle a mantener la forma,
la membrana celular de estos microorganismos es parecida a la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, con una capa interna fosfolipidica y una capa externa de
lipoproteinas (Figura 2).

Los micoplasmas pueden cultivarse en medios solidos y liquidos sofisticados, requieren de
medios especiales que contengan esteroles y vitamina E, precursores de acidos nucleicos y
suero, donde se puede observar la forma de las colonias como células pequefias con
apariencia de huevo frito, debido a su crecimiento central dentro del medio; a su alrededor
crecen dando lugar a un halo periférico mas delgado. Para poder observar el crecimiento de
las colonias es necesario utilizar el microscopio. En medios liquidos se desarrolla en forma

filamentosa o pleomérfica. La diferenciacion de las especies de micoplasmas se realiza de

acuerdo a las caracteristicas metabdlicas de cada una.



Diferencias Estructurales

Micobactenas

Microorganismos

Micoplasmas

CoNsgtand

Figura 2. Comparacion de la estructura membranal entre bacterias Gram negativas, positivas y
micoplasmas. Se observan los componentes de las membranas de Bacterias Gram Negativas y Positivas
con respecto a los Micoplasmas.

Elaboracién propia 2010.

Debido a que los micoplasmas pueden crecer en forma simbidtica y mantener una
interaccion intima con las células de los mamiferos durante largos periodos, podrian

desencadenar una cascada de sefiales de la membrana celular al medio, alterando la funcién

de muchos genes. 4



Algunas de las propiedades microbioldgicas de los micoplasmas que han sido implicados
como determinantes de virulencia son que establecen una 1) competencia por el consumo
de nutrientes, lo que podria alterar la funcion y mantenimiento del huésped; 2) existencia de
capas o estructuras de material pseudocapsular y superficie densa en electrones, que
incrementa la integridad de la superficie micoplasmica y le confiere propiedades
inmunoreguladoras; 3) variacion antigénica y de fase de alta frecuencia, que determina la
diversidad de superficie y posiblemente evite las defensas inmunes del huésped; 4)
secrecion o introduccion de enzimas micoplasmicas, como fosfolipasas, ATPasas,
hemolisinas, proteasas y nucleasas en el ambiente celular del huésped, que conduce a una
alteracion tisular localizada, asi como desorganizacion y aberraciones cromosomicas; y 5)
alojamiento intracelular, que a través del secuestro de micoplasmas, establece estados
cronicos o latentes, y evade mecanismos inmunes micoplasmicidas y farmacoterapias

selectivas. **

1.5 Micoplasmas aislados en el ser humano y sus factores de virulencia

La mayoria de los micoplasmas viven como comensales en el tracto respiratorio y
urogenital del humano, representando el concepto de parasito que vive en armonia con el
huésped. 34

Los micoplasmas patdgenos del humano se pueden clasificar de acuerdo a si fermentan

glucosa, utilizan arginina o hidrolizan la urea (Tabla 1).*



Tabla 1. Micoplasmas de interés médico, sitio anatémico primario de colonizacién y sustrato
metabolico que requieren.

Sitio primario de colonizacion Sustrato metabolico
Especie Orofaringe Tracto genitourinario Glucosa  Arginina Urea

M. salivarium - . + -
M. orale - - - + .
M. buecale + - - + .
M. favcium + - - + _
M. lipophilum

M. pneumoniae

M. homims

M. spermatophilum
M. genitalum

M. fermentans

M. penetrans
Ureaplasma wrealyticum

| o+
' ]
R
' ]

{
+ + + + + +
+ o+ +
|
]

Tomado de Rivera-Tapia JA, Cedillo-Ramirez ML, Vega-Benitez M. Micoplasmas y su importancia
médica. Rev Biomed. 2001; p: 265.

El contacto intimo de los micoplasmas con las membranas celulares del huésped, puede
provocar la fusién local entre las dos membranas o el intercambio de componentes de
membrana y con ello la inyeccion directa de su contenido citoplasmico, asi sus potentes
nucleasas combinadas con los radicales superoxidos, pueden causar un efecto clastogénico
con alteraciones cromosomicas, morfoldgicas y transformaciones celulares en los cultivos
celulares; este efecto se ha observado en Mycoplasma penetrans como cofactor en la
induccion del sarcoma de Kaposi asociado al Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida
(SIDA). 44,45

La adhesion es un requisito esencial para la colonizacion e infeccién. Las adhesinas mejor

conocidas son las de M. pneumoniae y M. genitalium como la P1, MgPa y P30. *° Las
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adhesinas interaccionan con los receptores de las membranas celulares, corresponden a
proteinas sialoconjugadas, glucolipidos sulfatados o proteinas modificadas por lipidos.

La capacidad de los micoplasmas de fijarse a las células ciliadas del aparato respiratorio
evita el movimiento de los cilios, los cuales son de importancia vital para la defensa de las
vias respiratorias. M. hominis, ademas posee otra proteina en su superficie denominada
Vaa, la cual esta codificada por 6 tipos de genes diferentes. La expresion de estos genes, los
cuales pueden apagarse o encenderse, es una habilidad que podria ayudar a la bacteria a
diseminarse de una célula a otra.** Otro factor de virulencia, es el metabolismo de la
arginina, se ha sugerido que M. hominis genera energia en forma de ATP por hidrdlisis de
este aminodacido, un proceso que utiliza la via de tres enzimas, cuyo producto final es CO,y
NH?, téxico para las células del huésped. *

Los ureaplasmas producen una enzima ureasa que induce la cristalizacion de estruvita y
fosfato de calcio en la orina en estudios «in vitro» y formacién de piedras en modelos
animales. Ademas se han encontrado ureaplasmas en los calculos urinarios de pacientes con
infecciones con este tipo de piedras. ** Otro factor de virulencia de los ureaplasmas son tres
fosfolipasas Al, A2 y C, las cuales inducen la labor de parto prematuro a través de la
liberacion de 4cido araquidénico, alterando la sintesis de las prostaglandinas. 3> ** Este
evento se demostrd en estudios realizados en modelos animales, cuyos resultados mostraron
que los ureaplasmas pueden causar una disminucion importante de las prostaglandinas E2 y
F2, debido a la actividad de la fosfolipasa A2, que induce la liberacion de cantidades
excesivas de 4cido araquidénico, inhibiendo la sintesis de prostaglandinas. * También se
ha observado que U. urealyticum induce la produccién de citocinas inflamatorias como el
TNFa, interleucina 6 (IL-6), tanto en el humano como en lineas celulares de macréfagos de

rata, ademés induce la liberacion de 6xido nitrico en cultivo de macréfagos alveolares. *
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Las especies de M. fermentans, M. penetrans, y M. pirum, se han asociado a enfermedades
tanto en sujetos sanos como con pacientes con VIH. *

Los micoplasmas asociados al VIH utilizan glucosa e hidrolizan la arginina en los
macrofagos infectados, a través de una arginina desaminasa, la cual inhibe el factor
citotoxico de los macréfagos. Estos micoplasmas también liberan nucleasas en el medio, los
cuales degradan a los acidos nucleicos del huésped. Ademas, M. fermentans, M. penetrans
y M. pirum, tienen la capacidad de invadir las células del huésped y vivir como patdgenos
intracelulares. *° Otro micoplasma de interés médico es M. pneumoniae, el cual es una
bacteria simple con respecto a la composicion de su envoltura celular, su capacidad
biosintética y reguladora, el tamafio de su genoma, ademas de poseer un organelo terminal
complejo multifuncional, integrado por un nucleoide electro denso, ligado a una estructura
parecida a un citoesqueleto, con una extension unido a la membrana celular constituida por
un par de filamentos orientados longitudinalmente, con los que se adhieren a las células

4. 4 E| 6rgano terminal estd constituido por proteinas que actian como

eucariotas.
adhesinas de superficie, tales como la proteina P1 y P30, asi como proteinas accesorias
denominadas HMW1, HMW2, A, B y C que contribuyen en la distribucion y disposicion
adecuada de las adhesinas. Con el organelo terminal, los micoplasmas realizan

movimientos de reptacion sobre las superficies celulares, en el que participan proteinas

similares a la actina ligadas a fibrillas.
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1.6 Relacion de los micoplasmas con el asama y las enfermedades respiratorias

Mycoplasma pneumoniae, fue el primer micoplasma reportado como patégeno del
ser humano. Es el causante de la neumonia adquirida en la comunidad, en
aproximadamente 20% de la poblacion general y el 50% en grupos confinados. Se ha
asociado a M. pneumoniae con el desarrollo de neumonias en nifios en edad escolar,
adolescentes y adultos jovenes.*” *® Los estudios seroldgicos realizados en diferentes paises
han mostrado que M. pneumoniae presenta un patron de infecciones ciclicas con
enfermedades endémicas puntuadas por epidémicas, presentandose cada 3 a 5 afios, en
personas mayores, asi como en nifios menores de 5 afios.”* *® El principal sintoma clinico
es la traqueobronquitis, que se desarrolla en un tercio de las personas infectadas. El periodo
de incubacion es de 2-3 semanas, se disemina a través de las amas de casa. Esta bacteria
puede persistir en el tracto respiratorio por meses después de una infeccion previa, algunas
veces por afios en pacientes hipogammaglobulinémicos, posiblemente porque la bacteria se
adhiere fuertemente a las células epiteliales a través de la proteina P1 que funciona como
adhesina.** *® La enfermedad no es de tipo estacional, las infecciones son subclinicas,
siendo las mas comunes y benignas en el humano. Sin embargo, las infecciones severas
requieren de hospitalizacion, sobre todo en sujetos de edad media a mayores. Ademas, M.
pneumoniae induce un gran numero de mediadores inflamatorios implicados en la
patogénesis del asma, por lo que se cree que este micoplasma juega un papel importante en

la exacerbacion de la misma, incluyendo jadeos frecuentes.*® *°
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1.7 Muestras bioldgicas para aislamiento de Micoplasmas en laboratorio

Las muestras para el cultivo de los micoplasmas pueden ser: sangre, liquido
sinovial, liquido amniético, liquido cerebroespinal, orina, secreciones prostaticas, semen,
esputo, aspirado bronquial, exudado nasofaringeo, exudados de cérvix y/o vaginal y uretra,
de heridas, biopsia de tejidos de autopsias incluyendo placenta, endometrio, calculos

urinarios. #°

Estas deben tomarse con gran cuidado para evitar la contaminacion, los
hisopos utilizados para la toma deben de ser de alginato de calcio, dacrén o poliéster con
aluminio o de plastico. También pueden aislarse de la sangre, inoculando sangre libre de
anticoagulantes dentro de un medio liquido especifico para estas bacterias en relacion 1:10,
estas bacterias son inhibidas por el anticoagulante usado comercialmente en paquetes de
sangre, sin embargo el efecto inhibitorio puede evitarse afiadiéndole gelatina al 1% P/V. %
Aunque los medios de cultivo estan bien adaptados para algunas especies, las cuales pueden
ser aisladas facil y rapidamente como M. hominis y Ureaplasma, existen otras especies, que
para su deteccion son consideradas fastidiosas o de crecimiento lento como M. genitalium;

su crecimiento puede observarse al mes y M. pneumoniae que tarda al menos ocho dias

para poder observar las colonias. **

1.8 Caracteristicas genéticas de los micoplasmas

El genoma de los micoplasmas, esta compuesto aproximadamente de 600 a 2300 kb
1 como se puede observar en la Tabla 2, lo que explica su capacidad biosintética limitada,
fundamentalmente para la biosintesis de aminoacidos y vitaminas, ademas de explicar su
existencia saprofita o parasita, asi como su sensibilidad al medio ambiente. > ** Por

ejemplo, M. pneumoniae posee un genoma de 816 kb, por lo cual el pequefio tamarfio de su
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genoma impone requerimientos nutricionales complejos, asi como la dependencia de
fuentes externas de precursores biosintéticos tales como aminoécidos, nucledtidos, &cidos
grasos Yy esteroles. Los micoplasmas evolucionaron a través del tiempo a partir de bacterias
Gram-positivas con genomas promedio de 2500-2700 kb. *?

El &cido desoxirribonucleico (ADN) micoplasmico estd compuesto por un bajo contenido
de dominios guanina-citosina, a semejanza de sus ancestrales bacterias Gram positivas.
Presentan ademas diferencias en la composicion de sus codones, resaltando el uso del
coddn TGA para codificar el triptéfano a una frecuencia 10 veces mayor a la usual.

Los micoplasmas evolucionaron a partir de bacterias; en especial de una rama del arbol
filogenético que contenia bacterias Gram positivas con ADN bajo en contenido guanina -
citosina 2, por lo cual comparten entonces un ancestro comdn con los bacilos, clostridios,
enterococos, lactobacilos, estafilococos y estreptococos; de este modo las sefiales de
expresion génica y muchos otros aspectos de la biologia molecular del micoplasma serian
similares a los de aquellas bacterias Gram-positivas. **

Se ha relacionado al tamafio pequefio de los micolasmas con la dependencia de un
hospedero, ya que en el caso de Mycoplasma pneumoniae su genoma de 816 kb sugiere
que su forma de vida es probablemente mas cercana a los parasitos celulares obligados que
a los organismos de vida libre. Esto ha llevado a suponer que la reduccion del nimero de
genes claramente expresa la dependencia de un genoma huésped; ademas, de que la pérdida
de secuencias de codificacion, ha sido considerada como consecuencia de una estadia

intracelular prolongada.**
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Tabla 2. Propiedades de los mollicutes representativos.

Organismo Tamafio del genoma (kb) Habitat Grupo filogenético

Acholeplasma

Laidlawii 1600 Animales Acholeplasma
Oculi 1600 Animales Acholeplasma
Anaeroplasma spp. 1600 Animales Acholeplasma

Asteroleplasma
Anaerobium 1700 cerdo Asteroleplasma

Entomoplasma

ellychniae 900 Insectos Mycoides
Mesoplasma
Florum 1600 Plantas Mycoides
Lactucae 900 ¢Plantas? Mycoides
Mycoplasma
Arthritidis 840 Roedores Hominis
Bovis 1100 Vaca Fermentans
Capricolum 110 Cabra Mycoides
Fermentans 1160 Humano Fermentans
Flocculare 1200 Cerdo Hyorhinis
Gallisepticum 100 Aves Pneumoniae
Genitalium 580 Humano Pneumoniae
Hominis 700 Humano Hominis
Hyopneumoniae 1100 Cerdo Hyorhinis
Hyorhinis 820 Cerdo Hyorhinis
lowae 1300 Aves Pneumoniae
Mobile 780 Peces Hyorhinis
Mycoides 1300 Vaca, Cabra Mycoides
Pneumoniae 816 Humani Pneumoniae
Pulmonis 950 Roedores Fermentans
Salivarium 900 Humano Hominis
Spiroplasma
Citri 1400-1800 Plantas, Insectos Spiroplasma
Ureaplasma
Urealyticum 800-900 Humano Pneumoniae

Tomado de: Carreazo- Pariasca J. Fisiopatologia de las infecciones por Mycoplasma pneumoniae.
Pathophysiology of Mycoplasma pneumoniae infections. Paediatrica 2003; 5(2) p: 105.
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1.9 Caracterizacion molecular de los micoplasmas

Actualmente se han desarrollado métodos alternativos para deteccién de los
micoplasmas, tales como la deteccién de antigenos, los cuales son métodos rapidos de
realizar, sirven para detectar antigenos de M. pneumoniae, a través de técnicas de
inmunofluorescencia directa, contrainmunoelectroforesis, inmunoblotting y Ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA); sin embargo, estas técnicas son poco
sensibles, ademas de producir reactividad cruzada con otros micoplasmas que se
encuentran en el tracto respiratorio.”* > Otro método de deteccion es el uso de la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual se ha desarrollado para todos los
micoplasmas clinicamente importantes que infectan al humano. Las células diana incluyen
los genes de 16S rRNA y otras secuencias repetitivas como los elementos de insercion de
M. fermentans.>®
Considerando que M. pneumoniae presenta un crecimiento lento en medio de cultivo, y a
gue existen especies que son extremadamente fastidiosas, para las cuales los cultivos no
estan bien establecidos como es el caso de M. genitalium y M. fermentans; el uso de la
técnica de PCR puede representar un medio practico para detectar su presencia en muestras
clinicas, donde ademas su sensibilidad es muy alta. Sin embargo, comparando la técnica de
PCR y el cultivo y/o serologia en el caso de M. pneumoniae, han conducido a una variedad
de resultados, por lo que adn esta limitada para estas bacterias. Actualmente la técnica de
PCR para la deteccion de micoplasmas y otros microorganismos de importancia clinica es
todavia costosa y compleja para realizarla en forma rutinaria en la mayoria de los

laboratorios de microbiologia clinica.>® >’
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2. JUSTIFICACION

Actualmente el asma y la rinitis alérgica son consideradas dentro de los principales
problemas de salud en el area de Servicio de Alergia de diversos hospitales. Se estima que
los costos por el tratamiento de estas enfermedades son elevados, por lo cual representan un
desbalance en la economia familiar; cuyo precio puede incrementar considerablemente
durante el curso de una exacerbacion o crisis. Las exacerbaciones del asma y la rinitis
alérgica se han asociado a diversos factores, siendo el aspecto ambiental un elemento
transcendental; ya que la distribucidn de los ecosistemas y la presencia de ciertos alérgenos
en el Estado de Puebla es muy heterogénea, ademas; debido al cambio climatico se ha
modificado el equilibrio entre los factores bidticos y abidticos, lo que puede contribuir a
desencadenar la agudizacion de ambas patologias. Otros factores coadyuvantes son los
genéticos, el estilo de vida del paciente (socioecondmicos y estado nutricional).

Algunos estudios plantean que la presencia de la bacteria Mycoplasma spp, esta relacionada
a diversas patologias en el hombre y recientemente se le ha asociado a enfermedades del
tracto respiratorio, sin embargo la informacion existe con respecto a su aislamiento en
pacientes con asma o rinitis alérgica es escasa. Por lo anterior expuesto se denota que tanto
el asma como la rinitis alérgica representan problemas de salud, que ocasionan pérdidas en
la economia familiar y que pueden agravarse por ciertas condiciones ambientales, por lo
cual es de suma importancia el realizar el aislamiento de Mycoplasma spp en pacientes con
asma o rinitis alérgica y evaluar su sensibilizacion alérgica como resultado de la exposicion
a alérgenos ambientales; con la finalidad de replantear la influencia del aspecto ambiental y

la presencia de Mycoplasma spp en las exacerbaciones del asma y la rinitis alérgica.
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3. HIPOTESIS

Considerando que el asma vy la rinitis alérgica son enfermedades cuya prevalencia y
exacerbaciones se pueden agudizar, por la distribucién geografica de los factores
ambientales en el Estado de Puebla, tales como, vegetacion, flora, fauna y la infeccion por
ciertos microorganismos; es posible que algunos de los pacientes que acuden al servicio de
alergia del HUP y que ademas cursan con exacerbaciones de estas dos enfermedades,
puedan encontrarse infectados con Mycoplasma spp.
La presencia de estas bacterias en los pacientes podria influir en sus exacerbaciones,
debido quizas a que estos agentes microbiol6gicos estimulen la respuesta inmunoldgica que
participa en este proceso, por lo cual podrian incrementar la sensibilidad de estos pacientes

a diversos alérgenos presentes en el ambiente de manera natural.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Aislar e identificar Mycoplasma spp en muestras de pacientes que padecen una
exacerbacion de rinitis alérgica o asma, asi analizar la relacion existente entre el
aislamiento de Mycoplasma spp y la susceptibilidad a extractos de alérgenos ambientales,
con la finalidad de replantear la influencia del aspecto ambiental y la presencia de

Mycoplasma spp en las exacerbaciones de estas enfermedades.

4.2 Objetivos especificos

I) Aislar Mycoplasma spp en muestras de exudado faringeo y orina de pacientes con
asma 6 rinitis alérgica.

I) Realizar pruebas cutéaneas de Prick de susceptibilidad a alérgenos ambientales en
pacientes que resultaron positivos al aislamiento de Mycoplasma spp.

I11) Analizar la relacion existente entre el aislamiento de Mycoplasma spp, la
susceptibilidad a extractos de alérgenos ambientales y las exacerbaciones del asma 'y

la rinitis alérgica.
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5. ESQUEMA DE TRABAJO

120 pacientes

Pruebas de Prick para
determinar sensibilidad a
alérgenos

con asma

Aislamiento de Mycoplasma

spp en exudado faringeo y orina

Deteccién de
Mycoplasma spp

por PCR en muestra de
sangre.

Pacientes en estudio
HUP
Servicio de Alergia

211 pacientes

Pruebas de Prick para
determinar sensibilidad a
alérgenos

con rinitis

Aislamiento de Mycoplasma
spp en exudado faringeo y
orina

171 paciente

Pruebas de Prick para
determinar sensibilidad a
alérgenos

Deteccién de
Mycoplasma spp

por PCR en muestra de
sangre.

S sanos

Aislamiento de Mycoplasma
spp en exudado faringeo y
orina
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Deteccidn de
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefio del Estudio
El presente estudio fue de tipo: descriptivo observacional, transversal, homodémico
unicéntrico, prospectivo. Se realizé en el Hospital Universitario de Puebla en el area de

servicio de alergia. La poblacion de estudio fueron pacientes con asma o rinitis alérgica.

Criterios de Seleccidn: Se incluyeron todos los pacientes que acudieron al servicio de

Alergia del Hospital Universitario de Puebla (HUP).

a) Criterios de Inclusion: Se consideraron todos los pacientes con diagnostico de
asma o rinitis alérgica del servicio de alergia del HUP con expediente clinico
completo, incluyendo pruebas cutaneas de Prick y que cursaran con exacerbaciones
al momento de la toma de muestra.

b) Controles: Familiares sanos de los pacientes con las enfermedades anteriormente
referidas.

c) Criterios de Exclusion: Todos los pacientes que no tengan diagnostico de asma o
rinitis alérgica.

d) Criterios de Eliminacion: Todos los pacientes con diagnéstico de asma o rinitis
alérgica que no desearon participar o con expediente clinico incompleto 6 sin

exacerbaciones al momento de la toma de muestra.
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6.2 Diagnostico de pacientes con rinitis alérgica y asma.

Los pacientes fueron diagnosticados con asma de acuerdo a la sintomatologia descrita en
las guias de préactica clinica diagnostico y tratamiento del asma (Guia de referencia rapida
S009-08. CENETEC, 2013).*

En el caso de los pacientes con rinitis alérgica fueron diagnosticados de acuerdo a la
sintomatologia descrita en las guias de practica clinica diagndstico y tratamiento de rinitis

alérgica (CENETEC, 2009). °

6.3 Método de Recoleccion de muestras

Se recolectaron muestras de exudado faringeo y orina de 120 pacientes asmaticos,
211 con rinitis alérgica, asi como de 171 pacientes sanos para estas enfermedades, para el
cultivo de Mycoplasma spp Todas las muestras fueron tomadas con hisopos estériles y se
colocaron en tubos de ensayo, se adicionaron 2 mL de caldo tripticasa soya y 0.5 de
albumina bovina, se les aplicd penicilina para inhibir el crecimiento microbiano de algunas
bacterias Gram negativas y Gram Positivas. Este medio de cultivo contenia fuente de
esteroles y precursores preformados de acidos nucleicos, las muestras se incubaron a 37 °C.
Posteriormente se inocularon en medios liquidos y solidos para su caracterizacion al
microscopio, la cual consistié en la observacion de la morfologia colonial tipica de las

bacterias en forma de huevo frito.

6.4 Criterios éticos del estudio
Para llevar a cabo esta investigacion se tomo en cuenta en todo el tiempo el

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud; Titulo
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Segundo; De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos; Capitulo I;
Articulo 17; Categoria Il Investigacién con riesgo minimo.™®

Todos los pacientes y grupo control firmaron un formulario de consentimiento informado y
el protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario de Puebla. Los
pacientes y los controles eran residentes en el Estado de Puebla, México, y se consideran
demograficamente como pertenecientes al grupo étnico mestizo. Familiares sanos de los

pacientes (171), fueron considerados como el grupo control.

6.5 Aislamiento microbioldgico de Mycoplasma spp a partir de muestras de exudado
faringeo y orina.

El medio que se utiliz6 para el aislamiento de Mycoplasma spp fue el caldo Eaton
(Medio E), el cual se prepar6 de la siguiente manera 65 mL de agua destilada, 2 g de base
para micoplasmas Becton Dickinson, 0.5 g de dextrosa, 1 mL de rojo de fenol al 0.4%, 25
mL de suero de caballo Hy Clone, 10 mL de dializado de levadura. Para el agar Eaton se
adiciond 1.3 g de agar bacterioldgico. Se realizo la siembra directa de muestras de exudado
faringeo y orina en medios Eaton ( media E), con penicilina, el medio contenia como
indicador rojo fenol, el cual cambio de color, en caso positivo de crecimiento de la bacteria
estudiada, las muestras sembradas de exudado faringeo fueron reportados como negativos
cuando no pudieron cambiar el color del indicador de pH después de 30 dias de incubacion,
las cajas Petri fueron incubadas a 37 °C, en condiciones aerdbicas, transcurridos pocos dias
se observo el desarrollo de colonias de morfologia pequefia, las cuales se examinaron al

microscopio a los 2, 5, 10, 15 y 21 dfas. **
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6.6 Deteccion de Mycoplasma spp por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para la deteccion mediante PCR de colonias bacterianas pertenecientes al género
Mycoplasma spp, se obtuvieron muestras de ADN mediante el protocolo de extraccion con
fenol y cloroformo a partir de cultivos positivos para el crecimiento de Mycoplasma spp.
Los cebadores de oligonucledtidos utilizados para la deteccion por PCR fueron: a) ARL: 5
YB'ATG RGG RTG CGG CGT ATT AG 3') AR2: 5' CKG CTG GCA AGT CAT TAG
CCRT 3, (donde K representa una mezcla de nucledtidos G_T y R contiene AG), dichos
oligonucleétidos amplifican para una secuencia del gen ARNr 16S especifico de 301pb de
nucleétidos de una secuencia, la cual existe en el genoma de 30 especies de micoplasmas. *°
Cabe mencionar que previamente se confirmé la especificidad de estos cebadores para la
deteccidn de Mycoplasma spp. La mezcla de reaccion para PCR contenia: 50 mM de KCI ,
1.5 mM de MgCI2 , 10 mM de Tris - HCI (pH 8.3 ), 0.2 mM de cada trifosfato de
desoxinucleotido , 6 M de cada cebador y 1 unidad de AmpliTag ® ( Perkin Elmer Cetus ,
Emer - Ville, CA ) y 5 pL del ADN de la muestra analizar, el cual fue adicionado al final,
el volumen total de la reaccion fue de 50 uL . Para el control positivo se utilizé un lisado
diluido de M. fermentans PG — 18 (ATCC 19989), correspondiente a 100 CCU y como
control negativo se empled agua estéril. Las condiciones de amplificacién fueron las
siguientes: 40 ciclos, el paso de desnaturalizacion fue a una temperatura de 95 °C durante
25 s, el de alineamiento a 60 °C durante 60 s y extension a 72 °C durante 60 s. Los
productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 %, el

gel fue tefildo con bromuro de etidio durante 5 minutos y se visualizaron por luz UV.
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6.7 Prueba cutanea de Prick en pacientes para la determinacion de su sensibilidad
ante extractos de alérgenos ambientales.

La técnica se realizo de la siguiente manera: en la cara flexora de ambos antebrazos
del paciente, se desinfect6 con alcohol la piel. Se le explico al paciente el procedimiento, ya
que se requiere de la colaboracion adecuada, para llevar a cabo una correcta evaluacion. Se
considero durante el procedimiento que no existieran lesiones de otro origen en la piel. Se
marcaron circulos en la piel con el nimero de extractos de alérgenos a estudiar, mas un
circulo para el control positivo, que fue una solucion de histamina y otro para el control
negativo utilizado en esta prueba agua PISA inyectable estéril. La lista de extractos de
alérgenos ambientales evaluados fueron 16, que incluyeron tres categorias: extractos de
alérgenos intradomiciliarios, forestales y de tipo maleza. Sobre la gota de reactivo (que
contiene el extracto del antigeno), se hizo una puncién de 1mm, con el objetivo de asegurar
la penetracién a la epidermis. Posteriormente se esperaron 15 minutos, para medir el halo
de la reaccion en cada sitio. Se considerd positiva la reaccion de sensibilidad ante los
extractos de alérgenos probados cuando resulto ser 3 mm mayor al control negativo.®® El
procedimiento empleado se resume en la figura 3.

Los extractos de alérgenos ambientales de tipo intradomiciliario probados en la presente
investigacion fueron 4, el extracto de acaro (Dermatophagoides farinae), cucaracha
(Periplaneta americana), pelo de perro (Canis familiaris); y de gato (Felis domesticus), se
probaron 7 extractos de alérgenos de tipo forestal que incluyeron al eucalipto (Eucalyptus
globulus), pino (Pinus spp), encino (Quercus spp), pirul (Schinu spp), sauce (Salix
babylonica), alamo (Populus spp) y trueno (Ligustrum spp), Yy por ultimo se examiné la

reaccion ante 5 extractos de alérgenos de tipo maleza, que fueron el girasol (Helianthus
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annus), lengua de vaca (Rumex crispus), pasto (Cynodon dactylon), cardo (Silybum

marianum) y epazote (Chenopodium Ambrosioides).

Prueba cutanea

de Prick s

Dispositivo
aplicacion

\L

Aplicacién de alérgenos
Puncién con lanceta
Secado de piel
Espera de reaccion
Contorneado de habones
Medicién de habones

Interpretacidn de resultados

J

Figura 3. Esquema del procedimiento de la Prueba de Prick. Este se realiza sobre la piel del paciente

con objeto de determinar los alérgenos ambientales que pueden desencadenar una reaccion de
hipersensibilidad inmunoldgica alergénica.

Elaboracion propia, 2013.
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7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento de Mycoplasma spp en pacientes asmaticos y con rinitis alérgica en
muestras de exudado faringeo y orina.

Debido a que en diversos estudios se ha relacionado a la presencia de Mycoplasma
spp en exacerbaciones de enfermedades del sistema respiratorio, tales como el asma y la
rinitis alérgica, en el presente se procedid a identificar Mycoplasma spp en muestras de
exudado faringeo (EF) y orina (O), en 120 pacientes asmaéticos, de los cuales 54
pertenecieron al género masculino y 66 al femenino, 211 pacientes con rinitis alérgica (93
masculinos y 118 femeninos) y 171 pacientes sanos (70 masculinos y 101 femeninos).

Al analizar los datos obtenidos por grupo de edad, se encontrd que en los pacientes
masculinos con exacerbaciones asmaticas, el grupo de 1 — 5 afios fue el que tuvo el mayor
aislamiento positivo de Mycoplasma spp ya que fue posible aislarlo en un 30%, en cambio
en los pacientes con rinitis alérgica el mayor porcentaje de aislamiento fue para el grupo de
15 afios 0 mas con un 47% y finalmente en los pacientes sanos el grupo de 15 ¢ mas afos
obtuvo el mayor porcentaje de aislamiento con un 5% (Tabla 3). Estos resultados indican
que en los pacientes masculinos con asma y rinitis alérgica el porcentaje de aislamiento de
Mycoplasma spp, fue significativamente mayor con respecto a los pacientes sanos.

En el caso de los pacientes femeninos, los resultados indican que para las pacientes con
crisis asmaticas, el grupo de edad con mayor aislamiento fue el 1-5 afios con un 35% de
aislamiento positivo, en cambio en pacientes con rinitis alérgica el grupo de 15 afios 0 mas
obtuvo mayor porcentaje de aislamiento con un 43%. En pacientes sanos los resultados

indican un bajo porcentaje de aislamiento para los tres grupos de edad, siendo el de 1-5

28



afos el que obtuvo un porcentaje ligeramente mayor a los otros dos grupos con un 3.3%

(Tabla 4).

Tabla 3. Aislamiento de Mycoplasma spp en pacientes masculinos asmaticos, con rinitis
alérgica y sanos, por grupo de edad en muestras de exudado faringeo y orina.

Muestras de exudado faringeo Muestras de Orina
Aislamiento Muestras Aislamiento Muestras
Grupo Edad Pacientes positivo negativas positivo negativas
Sexo Mycoplasma (%) Mycoplasma (%)
M spp Spp
(%) (%)
1-5 afios 20 6 14 1 19
Pacientes (30%) (70%) (5%) (95%)
asmaticos | 6-14 afios 18 3 15 0 18
(17%) (83%) 100%
156 + 16 4 12 0 16
(25%) (75%) (100%)
1-5 afios 28 12 17 1 28
Pacientes (41%) (59%) 3% (97%)
con rinitis | 6-14 afios 24 8 16 0 24
alérgica (23%) (77%) (100%)
156 + 30 14 16 1 29
(47%) (53%) (3% (97%)
1-5 afios 25 1 24 0 25
(4%) (96%) (100%)
Sanos 6-14 afios 26 0 26 0 26
(100%) (100%)
156 + 19 1 18 0 19
(5%) (95%) (100%)

Elaboracién propia 2013.
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Tabla 4. Aislamiento de Mycoplasma spp en pacientes femeninos asmaticos, con rinitis alérgica y sanos,

por grupo de edad en muestras de exudado faringeo y orina.

Grupo Edad Nq. de Muestras de exudado faringeo Muestras de Orina
pacientes
Sexo
F Aislamiento Muestras Aislamiento Muestras
positivo negativas positivo negativas
Mycoplasma spp (%) Mycoplasma spp (%)
(%) (%)
1-5 23 8 15 1 22
Pacientes afios (35%) (65%) (4%) (96%)
asmaticos | 6-14 31 7 24 1 30
afios (23%) (77%) (3%) (97%)
156 + 12 4 8 0 12
(33%) (67%) (100%)
1-5 43 13 30 2 41
Pacientes afios (30%) (70%) (4%) (96%)
con rinitis | 6-14 31 10 21 1 30
alérgica | afios (32%) (68%) (3%) (97%)
156 + 44 19 25 1 43
(43%) (57%) (2%) (98%)
1-5 30 1 29 1 29
afios (3.3%) (96. 7%) (3.3%) (96.7%)
Sanas 6-14 33 1 32 1 32
afios (3%) (97%) (3%) (97%)
156 + 38 1 37 1 37
(2.6%) (97.4%) (2.6%) (97.4%)

Elaboracion propia 2013

Cabe mencionar que tanto pacientes asmaticos masculinos como femeninos pertenecientes

al grupo de edad de 1-5 afios mostraron una mayor prevalencia en el aislamiento de

Mycoplasma spp, con respecto a los otros grupos de edad con un 30 y 35% respectivamente;
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en cambio en pacientes con rinitis alérgica masculinos y femeninos fue mas susceptible el

grupo de edad de 15 afios 0 mas con un 47% y 43% respectivamente. (Tabla 3 y 4).

Al analizar especificamente los resultados de las muestras de los exudados faringeos de los

120 pacientes asmaticos, un total de 32 (13 pacientes masculinos y 19 femeninos)

obtuvieron un resultado positivo para el aislamiento de Mycoplasmas spp. En el caso de las

muestras de orina solo se aislaron Mycoplasmas spp. en 1 paciente masculino y 2

femeninos, el bajo aislamiento de Mycoplasmas spp. en estas muestras se debio a la poca

cooperacion de los pacientes para proporcionar las muestras de orina (Figura 4).

El aislamiento de Mycoplasma spp en pacientes asmaticos fue de un 29%, ya que de 120

pacientes asmaticos se logro aislarlo en un total de 35 muestras analizadas. (Tabla 5).

Tabla 5. Aislamiento de Mycoplasma spp y su porcentaje en muestras de exudado faringeo y orina de

pacientes asmaticos, con rinitis alérgica y sanos.

Total de
Grupo de Sexo No. pacientes | Aislamient Aislamiento Total % de
Pacientes de por grupo | 0 positivo positivo de de aislados aislamiento
pacientes de Mycoplasma spp (EF + O) total
Mycoplas en O (EF + O)
ma spp en
EF
Asmaticos M 54 120 13 1
F 66 19 2 35 29%
Rinitis M 93 211 34 2
alérgica F 118 42 4 82 38%
Sanos M 70 171 2 0
F 101 3 2 7 4%

EF= Exudado faringeo O= Orina

Elaboracion propia 2013
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W 1-5 afios 20 6 1 23 8 1
6-14 afios 18 3 0 31 7 1
W 15 afios 6 + 16 4 0 12 4 0

EF= Exudado faringeo O= Orina

Figura 4. Comparacion del aislamiento de Mycoplasma spp en muestras de exudado faringeo y orina de
pacientes asmaticos masculinos y femeninos, se muestra el nimero de aislamientos en los tres grupos de

edades.

Elaboracion propia 2013

En el caso de las muestras analizadas de pacientes con rinitis alérgica (93 masculinos y 118

femeninos), 34 pacientes masculinos y 42 femeninos resultaron positivos al aislamiento en
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exudado faringeo para Mycoplasma spp (36%); al realizar el analisis estadistico mediante la
prueba de Kruskal Wallis test, p <0,05, se encontrd que si hubo diferencia significativa en
el porcentaje de aislamiento de micoplasmas entre pacientes con rinitis alérgica y el grupo
control de personas sanas.

En cambio al analizar las muestras de orina de 211 pacientes con rinitis alérgica, tan sélo 2
pacientes masculinos y 4 femeninos resultaron positivos al aislamiento de Mycoplasma spp
(Tabla 5y Figura 5).

En relacion al aislamiento de Mycoplasma spp, tanto en exudados faringeos como en orina
de pacientes con rinitis alérgica, los resultados indican que el 38% (82 pacientes) fueron
positivos al aislamiento de Mycoplasma spp.

Al realizar el analisis estadistico mediante la prueba de Kruskal Wallis p> 0,05, en el
porcentaje de aislamiento de Mycoplasma spp en pacientes con asma Y rinitis alérgica, que
obtuvieron un 29 y 30% respectivamente (Tabla 5), la prueba indic6 que no hubo diferencia
significativa en el porcentaje de aislamiento de micoplasmas entre los pacientes asmaticos y
con rinitis alérgica, por lo cual el porcentaje de aislamiento en ambas enfermedades es
practicamente similar, no ocurrié lo mismo con el grupo control de personas sanas, que
obtuvo un porcentaje bajo de aislamiento.

Los resultados del andlisis de las muestras de pacientes sanos para el aislamiento de
Mycoplasma spp mostraron que, en exudado faringeo de 70 pacientes masculinos s6lo dos
muestras resultaron positivas, siendo negativas todas los resultados para orina. En el caso
de las mujeres de 101 muestras analizadas, 3 muestras en exudado faringeo fueron positivas
y 2 en orina (Figura 6). Por lo tanto el aislamiento de Mycoplasma spp en pacientes sanos

fue del 4% (7 muestras).
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Los resultados hasta el momento indican una alta prevalencia de Mycoplasma spp tanto en
pacientes asmaticos como en los pacientes con rinitis alérgica, y debido a que todos los
pacientes enfermos estudiados presentaban una exacerbacion de asma o rinitis, es posible

vincular la presencia de los micoplasmas a las exacerbaciones.

45
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(5]
o
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o
2
15
10
5
0
Pacientes Postivo EF | Positivo O Pacientes Positivo (0]
masculino | masculino | masculino | femeninos EF femeninos
S S s femeninos
W 1-5 afios 29 12 1 43 13 2
6-14 afios 34 8 0 31 10
W15 afios 6 + 30 14 1 44 19 1

EF= Exudado faringeo O= Orina

Figura 5. Comparacion del aislamiento de Mycoplasma spp en muestras de exudado faringeo y orina de
pacientes con rinitis alérgica masculinos y femeninos, se muestra el nimero de aislamientos en los tres

grupos de edades.
Elaboracion propia 2013.
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Figura 6. Comparacion del aislamiento de Mycoplasma spp en muestras de exudado faringeo y orina de
pacientes sanos masculinos y femeninos, se muestra el nimero de aislamientos en los tres grupos de

edades.
Elaboracion propia 2013

7.2 Deteccion de Mycoplasma spp por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se realiz6 la deteccion de bacterias pertenecientes al género Mycoplasma spp
mediante PCR en muestras de sangre de pacientes asmaticos y con rinitis alérgica, se
obtuvieron los amplificados de la secuencia de 301 pb del gen ARNr 16S, la cual se ha

reportado que existe en el genoma de 30 especies de micoplasmas. Los resultados indicaron
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que estos oligocnucléotidos fueron especificos para la deteccion de Mycoplasma spp en las

muestras empleadas (Figura 7).

Figura 7. Gel de agarosa con el amplicon de 301 pb del gen ARNr 16S.
MP marcador de peso molecular, carril 1 control positivo, carril 2 Control Negativo, Carril 3 al 9
Muestras de aislados de Mycoplasma spp.
Elaboracion propia 2013

7.3 Prueba de sensibilidad de Prick a extractos de alérgenos ambientales en pacientes
asmaticos, con rinitis alérgica y sanos.

Los alérgenos ambientales juegan un papel importante en las exacerbaciones
asmaticas Yy alérgicas, por lo cual en el presente trabajo fue importante la determinacion de
la sensibilidad de pacientes con estas enfermedades, ante diversos alérgenos ambientales
mediante la prueba cutanea de Prick, cabe resaltar que dichos pacientes habian resultado

positivos al aislamiento de Mycoplasma spp. Al realizar las pruebas cutaneas de Prick, en
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los pacientes con dichas enfermedades, se probaron tres tipos de alérgenos ambientales:
extractos de alérgeno intradomiciliario, forestal y maleza, ya que estos corresponden
principalmente a los alérgenos ambientales que los pacientes con rinitis alérgica y asma son
comunmente mas sensibles y a los cuales podrian estar expuestos de manera natural en el
ambiente, ademas de ser los suministrados principalmente en diversos Kits de pruebas
comerciales de Prick.

Un dato interesante fue que al examinar las historias clinicas de los pacientes con asma y
rinitis alérgica, los pacientes referian que ellos convivian con diversos alérgenos
ambientales de manera habitual, algunos mencionaron en la entrevista que contaban con
perros y gatos como mascotas, otros poseian jardines y algunos mas practicaban deportes al
aire libre, principalmente en parques o espacios abiertos.

Los resultados de las pruebas de sensibilidad a los extractos de alérgenos de tipo
intradomiciliario realizadas a los pacientes asmaticos masculinos, que fueron positivos al
aislamiento de Mycoplasma spp, mostraron que todos los grupos fueron sensibles en un
100% al extracto de acaro, al igual que los pacientes con rinitis alérgica, que también
resultaron ser susceptibles al extracto del alérgeno acaro (Tabla 6). Dependiendo del grupo
de edad al que pertenecian los pacientes asmaticos mostraron mayor 0 menor
susceptibilidad ante los otros extractos de tipo intradomiciliario, los nifios menores a cinco
afios también fueron afectados por el extracto de gato en un 67%, el grupo de edad de 6 a
14 fue tan sensible al 4caro como al perro y por Gltimo los pacientes de 15 afios 0 mas
también fueron susceptibles al extracto de antigeno de gato. Ambos animales gato y perro
son muy frecuentes en el ambiente de la mayoria de personas.

En el caso de los pacientes sanos se encontré que los dos pacientes masculinos analizados,

mostraron una susceptibilidad al extracto de acaro del 100%, sin embargo ante los otros
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extractos no mostraron sensibilidad (Tabla 6), este nUmero de pacientes sanos a los cuales
se les practicaron las pruebas cutaneas de Prick fue bajo, debido a la naturaleza de la
prueba, la cual implicaba la puncion de la piel del paciente, ademas del tiempo que los
pacientes sanos tenian que invertir para que se realizara dicha prueba.

Tabla 6. Sensibilidad a extractos de alérgenos intradomiciliarios en pacientes masculinos asmaticos, con
rinitis alérgica y sanos.

Grupo Edad Pacientes Pacientes sensibles al Extracto del antigeno / % de sensibilidad
masculinos
Acaro Cucaracha Perro Gato
1-5 6 6 1 1 4
Pacientes afios 100% 16% 16% 67%
asmaticos 6-14 3 3 1 3 2
afios 100% 33% 100% 66%
156 + 4 4 2 1 3
100% 50% 25% 75%
1-5 12 12 6 8 12
Pacientes con afos 100% 50% 66% 100%
rinitis 6-14 8 8 3 6 7
alérgica anos 100% 38% 76% 88%
156 + 14 14 6 10 11
100% 44% 71% 88%
1-5 1 1 0 0 0
afos 100%
Sanos 6-14 0 0 0 0 0
afnos
156 + 1 1 0 0 0
100%

Elaboracion propia 2013

En cuanto a las pacientes asmaticas a las cuales se les practico la prueba de Prick, el grupo
de edad de 1-5 afios mostrd el 100% de sensibilidad al extracto del alérgeno acaro y los
otros dos grupos de edad fueron mas sensibles al extracto de cucaracha. Otros extractos de
antigenos a los cuales fueron susceptibles las pacientes con asma, fueron principalmente la

cucaracha y el acaro (Tabla 7).
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Las pacientes con rinitis alérgica mostraron ser susceptibles en un 100% ante el extracto de
acaro, en los grupos de nifias de 1 -5 afios y de 6 a 14, y el grupo de 15 afios 0 mas obtuvo
un porcentaje de sensibilidad con un 89%, estas pacientes resultaron también sensibles ante
los extractos de gato y perro. Finalmente las pacientes sanas analizadas (una de cada grupo
de edad), mostraron ser sensibles en un 100% al extracto de acaro, pero insensibles ante los
otros extractos probados, al igual que con los pacientes masculinos el niUmero de muestras
analizadas de personas sanas fueron pocas, debido a la poca cooperacion para realizar la

prueba de Prick (Tabla 7).

Tabla 7. Sensibilidad a extractos de alérgenos intradomiciliarios en pacientes femeninos asmaticas, con
rinitis alérgica y sanas.

Grupo Edad Pacientes Pacientes sensibles al Extracto del antigeno / % de sensibilidad
femeninos
Acaro Cucaracha Perro Gato
1-5 8 8 6 4 5
Pacientes afnos 100% 75% 50% 63%
asmaticos 6-14 7 4 5 2 4
afios 57% 71% 29% 57%
156+ 4 3 3 2 3
75% 75% 50% 75%
1-5 13 13 4 10 9
Pacientes con afnos 100% 31% 77% 69%
rinitis 6-14 10 10 5 9 8
alérgica afios 100% 50% 90% 80%
156+ 19 17 9 13 15
89% 47% 68% 79%
1-5 1 1 0 0 0
afnos 100%
Sanos 6-14 1 1 0 0 0
afios 100%
156+ 1 1 0 0 0
100%

Elaboracion propia 2013

Al realizar las pruebas de sensibilidad en los paciente ante los extractos de los alérgenos de
tipo forestal, de los 7 alérgenos probados, los pacientes masculinos asmaticos del grupo de

1-5 afios mostraron una mayor sensibilidad al extracto de sauce y trueno, con un 83% en
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ambos casos, seguido de un 67 % de susceptibilidad al extracto de pirul, el grupo de nifios
de 6 a 14 afios, fue sensible en un 100% al eucalipto, piral y al trueno, y el grupo de 15
afios 0 mas mostrd una susceptibilidad variable ante los extractos, probablemente debido al
desarrollo de su sistema inmunolégico.

En el caso de los pacientes con rinitis alérgica, el grupo de 1-5 afios fue sensible al extracto
de trueno en un 92% y al de piral en un 83%, los otros grupos de edad mostraron una
susceptibilidad variable. En el caso de los pacientes sanos analizados no mostraron
sensibilidad a alérgenos de tipo forestal en ninguno de los grupos de edad analizados (Tabla
8).

Tabla 8. Sensibilidad a extractos de alérgenos forestales intra y/o extradomicilarios en pacientes
masculinos asmaticos, con rinitis alérgica y sanos.

Pacientes sensibles al Extracto del antigeno / % de sensibilidad
Grupo Edad | Pacientes
Masculinos
Eucalipto Pino Encino Piral Sauce Alamo Trueno
1-5 3 3 0 4 5 1 5
Pacientes afios 6 50% 50% 67% 83% 17% 83%
asmaticos | 6-14 3 3 0 2 3 1 2 3
afos 100% 67% 100% 33% 66% 100%
156 4 1 3 3 2 3 1 0
+ 25% 5% 75% 50% 75% 25%
1-5 12 7 1 3 10 8 7 11
Pacientes afios 58% 8.3% 25% 83% 66% 58% 92%
conrinitis | 6-14 8 5 3 2 6 3 4 5
alérgica | afos 63% 38% 25% 75% 38% 50% 63%
156 14 9 4 8 1 8 10 12
+ 64% 29% 57% 7% 57% 71% 86%
1-5 1 0 0 0 0 0 0 0
afios
Sanos 6-14 0 0 0 0 0 0 0 0
anos
156 1 0 0 0 0 0 0 0
+

Elaboracion propia 2013
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Al analizar los resultados obtenidos de las pruebas de Prick para demostrar la sensibilidad a
los extractos de alérgenos de tipo forestal en pacientes asmaticas, el grupo de 1-5 afios
mostrd ser sensible al extracto de piral y al de encino en un 88%, el grupo de 6-14 afios,
fue sensible al pirul, alamo y trueno con un 85 % y el grupo de 15 afios 0 mas de pacientes
asmaticas, resulto sensible ante el extracto de eucalipto y menos sensible ante la mayoria de
extractos probados.

Las pacientes con rinitis alérgica obtuvieron porcentajes de sensibilidad variables con
respecto a las asmaticas y fueron sensibles principalmente al trueno, pirul y eucalipto, en
los tres grupos de edad analizados.

Cabe resaltar que el tipo de alérgenos forestales probados en la presente investigacion
forman parte del ambiente natural en la ciudad de Puebla, ya que es frecuente encontrar en
espacios abiertos o parques, a los arboles de encino, trueno, alamo, pirul, que son
representativos de la vegetacion del estado de Puebla, y son también utilizados en los
programas de reforestacion de diversas dependencias, por lo cual es posible encontrarlos en
algunos camellones o areas verdes de fraccionamientos.

En el caso de las personas sanas estudiadas en la presente investigacion, los cuales
representaron al grupo control, los resultados indicaron que no mostraron sensibilidad a los

extractos de alérgenos de tipo forestal probados (Tabla 9).
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Tabla 9. Sensibilidad a extractos de alérgenos forestales intra y/o extradomicilarios en pacientes
femeninas con asma, rinitis alérgica y sanas.
Pacientes Pacientes sensibles al Extracto del antigeno / % de sensibilidad
Grupo Edad | femeninos
Eucalipto Pino Encino Pirul Sauce Alamo Trueno

1-5 8 6 4 7 7 0 3 6
Pacientes afios 75% 50% 88% 88% 38% 75%

asmaticos | 6-14 7 3 5 2 6 4 6 6
afios 43% 71% 29% 86% 57% 86% 86%

156 + 4 3 0 0 1 1 1 3
75% 25% 25% 25% 75%

1-5 13 10 3 2 5 8 1 9
Pacientes afios 7% 23% 15% 38% 61% 7.6% 69%

con rinitis 6-14 10 5 3 7 9 1 0 7
alérgica afios 50% 30% 70% 90% 10% 70%
156 + 19 14 8 5 8 4 3 10
74% 42% 26% 42% 21% 16% 53%

1-5 1 0 0 0 0 0 0 0

afios
Sanos 6-14 1 0 0 0 0 0 0 0
afios
156 + 1 0 0 0 0 0 0 0

Elaboracion propia 2013

Por ultimo con respecto a las pruebas de Prick en pacientes asmaticos probados contra los

extractos de alérgenos de tipo maleza, los pacientes asmaticos fueron susceptibles

principalmente al pasto en los tres grupos de edad, esto no es de sorprender, ya que es el

principal alérgeno de tipo maleza reportado, el grupo de edad de 1-5 afios fue sensible

también al extracto de girasol con un

66% los otros grupos de edad mostraron ser

susceptibles también ante el extracto de epazote. Los pacientes con rinitis alérgica en los

tres grupos de edad analizados fueron susceptibles al pasto y cardo principalmente. En

cambio las personas sanas no fueron susceptibles a los extractos de estos alérgenos (Tabla

10).
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Tabla 10. Sensibilidad a extractos de alérgenos de tipo maleza en pacientes masculinos asmaticos, con

rinitis alérgica y sanos.

Pacientes sensibles al Extracto del antigeno / % de
Grupo Edad Pacientes sensibilidad
masculinos
Girasol Lengua Pasto Cardo Epazote
1-5 afios 6 4 3 5 3 0
Pacientes 67% 50% 83% 50%
asmaticos 6-14 afios 3 1 2 3 1 2
33% 67% 100% 33% 67%
156 + 4 2 1 3 1 3
50% 25% 5% 25% 5%
1-5 afios 12 7 4 10 9 1
Pacientes con 58% 30% 83% 75% 8.3%
rinitis alérgica 6-14 afios 8 3 2 8 5 4
38% 25% 100% 63% 50%
156 + 14 6 7 12 8 9
43% 50% 86% 57% 64%
1-5 afios 1 0 0 0 0 0
6-14 afios 0 0 0 0 0 0
Sanos 156 + 1 0 0 0 0 0

Elaboracion propia 2013

Con respecto a los extractos de alérgenos de tipo maleza, probados en las pacientes
asmaéticas, los resultados son muy similares a los obtenidos por pacientes masculinos, ya
que en los tres grupos de edad, las pacientes resultaron ser mas sensibles al extracto de
pasto y cardo, seguido del extracto de lengua de vaca. En el caso de las pacientes con
rinitis alérgica en el grupo de 1-5 afios, fueron las méas susceptibles en un 92% al extracto
de pasto, con respecto a los otros dos grupos analizados, la susceptibilidad ante los otros
extractos probados fue variable. Las personas sanas analizadas no mostraron

susceptibilidad ante los extractos probados. (Tabla 11).
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Tabla 11. Sensibilidad a extractos de alérgenos de tipo maleza en paciente asmaticas, con rinitis alérgica
y sanas.

Pacientes sensibles al Extracto del antigeno / % de
Grupo Edad Pacientes sensibilidad
femeninos
Girasol Lengua Pasto Cardo Epazote
1-5 afios 8 3 5 7 6 0
Pacientes 38% 63% 88% 75%
asmaticas 6-14 afios 7 2 6 6 5 2
29% 86% 86% 71% 29%
156 + 4 1 1 4 3 2
25% 25% 100% 75% 50%
1-5 afios 13 4 6 12 7 1
Pacientes con 31% 46% 92% 54% 1.7%
rinitis alérgica 6-14 afios 10 5 7 9 2 1
50% 70% 90% 20% 10%
156 + 19 9 3 16 4 7
47% 16% 84% 21% 37%
1-5 afios 1 0 0 0 0 0
6-14 afios 1 0 0 0 0 0
Sanas 156 + 1 0 0 0 0 0

Elaboracion propia 2013

Los resultados de la sensibilidad ante los extractos de alérgenos de tipo intradomiciliario,
forestal y maleza en pacientes asmaticos y pacientes con rinitis alérgica, se resumen en las
figuras 8 y 9.

Los pacientes asmaticos a los cuales se les aislo Mycoplasma spp, fueron mas sensibles al
extracto de acaro y cucaracha, seguido del extracto de gato y perro, en cambio los
pacientes con rinitis alérgica fueron mas sensibles al extracto de acaro, gato y perro; y
menos sensibles al extracto de cucaracha (Figuras 8 y 9), , algunos pacientes referian en la

entrevista que a pesar de saber que eran alérgicos a animales como son el gato y perro, no
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estaban dispuestos a dejar de convivir con ellos, lo cual explicaria el alto indice de
sensibilidad ante este factor ambiental, con respecto al acaro es el principal alérgeno que
encontramos en el polvo presente el interior de las casas, pelo de animales e incluso en
objetos.

En cuanto a los alérgenos de tipo forestal, tanto los pacientes asmaticos y con rinitis
alérgica resultaron ser mas sensibles al extracto de pirul, trueno; dlamo y eucalipto, que
como se habia comentado son arboles que se encuentran de manera frecuente en el
ambiente, y que de acuerdo a las practicas al aire libre de cada paciente, la exposicion
puede ser mayor o menor. Con respecto a los alérgenos tipo maleza el extracto de pasto, la
lengua de vaca y el cardo fueron los alérgenos a los que los pacientes asmaticos y con
rinitis alérgica tuvieron mayor sensibilidad (Figuras 8 y 9), la frecuencia de exposicion
puede ser variante, ya que depende del estilo de vida de cada paciente.

El grupo control no mostrd sensibilidad ante alérgenos forestales y malezas, sin embargo
fueron sensibles s6lo al extracto de acaro, lo cual representa un aspecto interesante a
estudiar en un futuro.

Es relevante notar el comportamiento similar de susceptibilidad ante los alérgenos
ambientales, entre los pacientes asmaticos y con rinitis alérgica, ademas ambos grupos
obtuvieron porcentajes similares de aislamiento de Mycoplasma spp, lo cual puede ser un
indicador de que los pacientes que estan infectados con el microorganismo, pueden
desencadenar reacciones de alergia ante factores ambientales como es observado en
nuestros resultados y conducirlos en algunos casos a respuestas inmunoldgicas
exacerbadas, algunos autores mencionan incluso que la rinitis alérgica puede ser

desencadenante del asma, aunque esto es un aspecto muy controversial.
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Pacientes asmaticos

120
]
| |
Mycoplasma spp (+) 35 aislados Mycoplasma spp (-) 88 en I
32 en exudado faringeo + 3 en Orina exudado faringeo
[ |
Extractos de alérgenos tipo Extractos de alérgenos tipo Extractos de alérgenos tipo
intradomiciliario forestal maleza
Acaro 28 Eucalipto 19 Girasol 13
Cucaracha 18 Pino 15 Lengua de vaca 18
Perro 13 Encino 13 Pasto 28
Gato 21 Pirul 23 Cardo 19
Sauce 14 Epazote 9
Alamo 14
Trueno 23

Figura 8. Esquema de comparacion en nimero de pacientes asmaticos positivos al aislamiento de
Mycoplasma spp y su susceptibilidad ante extractos de alérgenos ambientales. Se presentan la cantidad
de pacientes asmaticos que resultaron susceptibles a cada uno de los tres tipos de extractos de alérgenos
ambientales utilizados en la Prueba de Prick.

Elaboracion propia 2013
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Pacientes con rinitis
alérgica
211

I Mycoplasma spp (+) 82 aislados I I Mycoplasma spp (-) 135 en I

76 exudado faringeo + 6 en orina exudado faringeo

[ ]
Extractos de alérgenos tipo Extractos de alérgenos tipo |Extractos de alérgenos tipo malezal
intradomiciliario forestal
Acaro 74 Eucalipto 50 Girasol 34
Cucaracha 33 Pino 22 Lengua de vaca 29
Perro 56 Encino 27 Pasto 67
Gato 62 | | Pirul 39 Cardo 35
Sauce 32 Epazote 23
Alamo 25
Trueno 48

Figura 9. Esquema de comparacion en nimero de pacientes con rinitis alérgica positivos al aislamiento
de Mycoplasma spp y su susceptibilidad ante extractos de alérgenos ambientales. Se presentan la
cantidad de pacientes con rinitis alérgica que resultaron susceptibles a cada uno de los tres tipos de
extractos de alérgenos ambientales utilizados en la Prueba de Prick.

Elaboracion propia 2013.
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio apoyan lo reportado en la literatura,
donde se vincula la presencia de diversos géneros de micoplasmas, con enfermedades
infecciosas crdnicas en varias especies animales, incluyendo el hombre y recientemente se
le ha vinculado con enfermedades del tracto respiratorio. 3% #3857 En esta investigacion
se determind la presencia del microorganismo Mycoplasma spp en un 29% de las muestras
de pacientes asmaticos y en un 38% en pacientes con rinitis alérgica, resaltando de manera
evidente la prevalencia de este agente microbioldgico, con alteraciones del sistema
respiratorio como son el asma y la rinitis alérgica, al momento de una exacerbacién, ya que
las muestras fueron tomadas debido a que los pacientes recurrieron al servicio de
alergologia de HU en un estado de crisis. El porcentaje de aislamiento de micoplasmas en
el grupo control fue de un 4%, lo cual podria explicarse, de acuerdo a lo expuesto por
Davila en 2010, que hace hincapié en que el contacto entre los pacientes enfermos y sus
familiares, conduce a que 25% a 71% de los familiares se infectan con micoplasmas,
incluso permaneciendo sin sintomas. ®* En esta investigacion el grupo control estaba
constituido por familiares de pacientes asmaticos o con rinitis alérgica, concordando con
esta evidencia.
Los Microorganismos y alérgenos juegan un papel importante en las crisis del asma debido
a que inducen una respuesta inflamatoria, los estudios indican que las exacerbaciones de
asma son causadas principalmente por infecciones atipicas bacterianas y virales; siendo los
rinovirus los mas comunes detectados después de una exacerbacién del asma, sin embargo
existe evidencia reciente, de que las infecciones bacterianas causadas por Mycoplasma spp
y Chlamydia spp, también pueden relacionarse con el asma cronica y potenciar las

exacerbaciones del asma, la evidencia de estos estudios en humanos vincula tanto
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Mycoplasma pneumoniae y Chlamydophila pneumoniae con las sibilancias, exacerbaciones
asmaticas frecuentes y disminucion a largo plazo de la funcion pulmonar, lo que sugiere
gue los microorganismos pueden desempefiar un papel importante en la historia natural del
asmay lo acreditan como un factor de su patogénesis. °>®” Al respecto un estudio realizado
en el afio 2000 por S. Esposito et al mostro una relacion significativa entre la infeccion por
gérmenes atipicos (M. pneumoniae y Chlamidia pneumoniae) en nifios con sibilancias,
especialmente con sibilancias recurrentes, que son sintomas del asma y otras enfermedades
respiratorias. %

El papel de los micoplasmas en las exacerbaciones del asma y otras enfermedades
respiratorias puede ser debido a que estos microorganismos, son capaces de estimular, asi
como suprimir los linfocitos en manera no especifica policlonal, estas habilidades
mostradas por los micoplasmas, y la evidencia de estudios realizados en modelos animales
con infecciones agudas y crénicas inducidas por estas bacterias; indican que tienen la
capacidad de modular la sensibilizaciéon alérgica, la fisiologia pulmonar, y la respuesta
inmune a desafios ante alérgenos. %

Los estudios seroldgicos realizados en diferentes paises han mostrado que M. pneumoniae
presenta un patron de infecciones ciclicas con enfermedades endémicas puntuadas por
epidemias, que se presentan cada 3 a 5 afios, en personas mayores, asi como en nifios
menores de 5 afios, *® este dato concuerda con el hallado en la presente investigacion, ya
que el aislamiento de Mycoplasma spp en el caso de los pacientes asmaticos, fue mayor en
el grupo de edad de nifios de 1 a 5 afios, que pueden ser mas sensibles a la invasion
microbiana, debido a la inmadurez de su sistema inmunolégico.

En el caso de la rinitis alérgica es un trastorno comdn que afecta hasta un 40% de la

poblacion, siendo la mas comun la rinitis cronica, que afecta a 10 a 20% de la poblacion, y
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la evidencia sugiere que la prevalencia de la enfermedad esta incrementando. La rinitis
alérgica grave se ha asociado con alteraciones significativas en la calidad de vida, tales
como el suefio y su entorno ambiental en el lugar de trabajo. " En este estudio se encontrd
que el 36% de los pacientes con rinitis alérgica fueron positivos para Mycoplasma spp, por
lo cual los resultados podrian sugerir que la colonizacion por el agente infeccioso
micoplasma puede verse favorecida en pacientes que padecen rinitis alérgica, ademas de
acuerdo a lo indicado en las historias clinicas, el estilo de vida desempefia un papel
fundamental en la sensibilidad ante diversos alérgenos probados en esta investigacion,
donde las exacerbaciones tanto de la rinitis alérgica como el asma pueden vincularse a la
exposicion de factores ambientales que la desencadenen. Algunos estudios han demostrado
que la mayoria de los pacientes positivos a la prueba de puncién cutanea de Prick, la cual es
utilizada para determinar su sensibilidad a diversos alérgenos ambientales, son nifios
menores de 10 afios, "° concordando con los grupos mas sensibles de esta investigacion.

La rinitis es el sintoma mas comudn en las personas positivas a la prueba de Prick y puede
estar asociada o0 no con el asma o la conjuntivitis, incluso se ha asociado a la rinitis como
agente favorecedor de padecer asma ", los resultados de esta investigacién demuestran que
la sensibilidad a alérgenos ambientales tanto en pacientes con asma o rinitis alérgica es
similar, ademas no existié diferencia significativa entre el aislamiento de micoplasma en
ambas enfermedades, por lo cual podrian estar sumamente relacionadas, sustentando la
evidencia de que una puede favorecer a la otra.

Una de las contribuciones del presente estudio, fue realizar el aislamiento de Mycoplasma
spp en pacientes con sintomatologia de rinitis alérgica, pero sin presentar asma, ya que en
la actualidad no se cuenta con estudios como el presente en la literatura reportada, la cual se

ha enfocado mas hacia el estudio de los pacientes asmaticos y su etiologia con respecto a
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agentes microbioldgicos, por lo cual se vislumbra un campo de investigacion en otras
enfermedades respiratorias cronicas como la rinitis alérgica y su relacién con los
micoplasmas.

Un aspecto relevante es que a pesar de la informacidén que existe en la actualidad con
respecto a las infecciones causadas por diversas especies de micoplasmas en el humano,
aun falta mucho por conocer acerca de su patogénesis y factores de virulencia, en otras
etiologias como el asma vy la rinitis alérgica, asi como la importancia médica que se les
debe de dar, ya que la mayoria de las veces no se tiene el conocimiento sobre estos
microorganismos y las caracteristicas de las infecciones que causan, por lo que su
diagndstico es erréneo y como consecuencia se proporciona un tratamiento inadecuado. **
%152 Incluso muchos de los pacientes que podrian estar infectados con Mycoplasma spp
son diagnosticados con otras enfermedades, debido al desconocimiento o a la falta de
examenes microbioldgicos o de confirmacién como el PCR, que confirmen la presencia de
estos microrganismos en los pacientes, esta técnica en diversos estudios ha mostrado ser
efectiva para la deteccion de Mycoplasma spp. "%

Cabe resaltar que en esta investigacion, el nimero total de muestras recolectadas (502),
para el cultivo y aislamiento de Mycoplasma spp, fue significativo, cada una de estas
muestras fue procesada por métodos microbioldgicos y se obtuvieron un total de 124
aislados positivos por cultivo microbioldgico, los cuales fueron caracterizados por
microscopia, como pertenecientes al género Mycoplasma, Yy algunos de los aislados fueron
corroboradas como pertenecientes al género Mycoplasma por técnicas de biologia
molecular como la deteccion por PCR, la cual resultd ser efectiva, en las muestras

empleadas, pero debido al alto costo de la técnica para el andlisis de las muestras, asi como

a la falta de oligonucledtidos especificos para la amplificacion de cada una de las especies
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pertenecientes al género, este estudio se limitd solo a la determinacion del género
Mycoplasma.

En la actualidad la deteccidon por PCR de este microrganismo en muchos de los hospitales
aun no es posible, debido principalmente al costo del equipo, material y personal con
capacitacion para realizar esta técnica.

El tener un diagndstico oportuno de la infeccion con Mycoplasma spp permitira al médico
indicar el tratamiento adecuado con antibidticos, ya que se ha demostrado que los
macrolidos producen mejoria clinica, radioldgica y erradicacion microbioldgica en el caso

74-76

de M .pneumoniae, sin embargo se prefiere el uso de macrélidos nuevos, como

claritromicina y azitromicina, por sobre la eritromicina, debido a que son mas faciles de
administrar al paciente, ademas de ser mas tolerable su aplicacién. ">’

La sensibilizacion alérgica y sintomas respiratorios de la exposicion a alérgenos forman
parte del espectro clinico del asma y la rinitis alérgica en muchos nifios y adultos. Esta es
una de las razones por la cual se determind la sensibilidad a los extractos de diversos
alérgenos ambientales en este estudio. Con respecto a los resultados obtenidos al realizar
las pruebas de sensibilidad contra extractos de alérgenos de tipo intradomiciliario, los
resultados indicaron; que tanto los pacientes asmaticos como los de rinitis alérgica fueron
sensibles al extracto de &caro, la evidencia en la literatura muestra que los acaros se
encuentran de forma natural en el polvo casero, por lo tanto son prevalentes en los hogares

de pacientes con asma en éareas geograficas himedas '’

, por lo que la exposicion a estos
antigenos puede desencadenar reacciones de hipersensibilidad. Los pacientes asmaticos
mostraron también sensibilidad al extracto del antigeno de gato y cucaracha, con respecto a
esta respuesta de sensibilidad, los estudios demuestran que la cucaracha, es uno de los

principales alérgenos que sensibilizan a los pacientes en las ciudades y es una de las causas
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del asma en pacientes asmaticos que viven en el medio urbano, ® ademas por la naturaleza
cosmopolita de este insecto es posible encontrarlo en una gran diversidad de ambientes.

En el caso de los pacientes con rinitis alérgica, estos fueron susceptibles al extracto de
acaro, gato y perro, los cuales son alérgenos que se encuentran frecuentemente en los
hogares de estos pacientes, lo cual fue corroborado por las entrevistas de los mismos
pacientes al momento de realizar su historia clinica, los estudios también demuestran que el
dermatofagoide (acaro), es uno de los alérgenos que mas frecuentemente causa
enfermedades alérgicas, predominando el D. pteronyssinus seguido por el D. farinae del 75
a 90% de los nifios con sintomas perennes de asma o rinitis que tienen pruebas cutaneas
positivas a estos acaros. '® "

Los pacientes que padecen asma o rinitis alérgica no solo estan expuestos a antigenos de
tipo intradomiciliario, si no que ademas estan expuestos a diversos factores ambientales,
que podrian desencadenar reacciones alérgicas e incluso exacerbaciones de su enfermedad,
esta investigacion indico, que los pacientes asmaticos y con rinitis alérgica mostraron una
susceptibilidad similar a los alérgenos de tipo forestal y maleza, ya que ambos grupos de
pacientes mostraron mayor susceptibilidad al trueno y pirul principalmente, estos arboles
forman parte de la vegetacion natural del estado de Puebla, incluso podemos encontrar este
tipo de vegetacion en espacios como areas verdes y camellones, con respecto a la
sensibilidad de los dos tipos de pacientes ante los extractos de alérgenos de tipo maleza, la
respuesta de mayor sensibilidad en ambos casos fue hacia el extracto del antigeno de pasto,
el cual es uno de los principales factores ambientales a los que en la actualidad se desarrolla
reacciones alérgicas, un estudio muy interesante muestra que los nifios que crecieron en
ambientes rurales acostumbrados al contacto con el pasto y otras plantas, tienen una menor

probabilidad de expresar sintomas alérgicos. **
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Lo expuesto en esta investigacion indicd que existe una posible relacion entre el
aislamiento de Mycoplasma spp en pacientes con asma y rinitis alérgica y la expresion de
sensibilizacion alérgica y sintomas respiratorios. Ya que los pacientes analizados padecian
exacerbaciones de sus enfermedades, los cuales son resultado de diversos factores como
son la exposicién a alérgenos ambientales, ademas de un sistema inmunolédgico que
enfrenta la infeccion crénica por micoplasmas, esto conduce a replantear la influencia tanto
de la infeccion microbiana por Mycoplasma spp y el papel de los factores ambientales en
las exacerbaciones del asma vy la rinitis alérgica, abriendo un campo de investigacion en la

relacién medio ambiente y salud.

54



9. CONCLUSIONES

En el presente estudio fue posible el aislamiento e identificacion de Mycoplasma
spp en muestras proveniente de pacientes con asma y rinitis alérgica con un 29% y
38 % respectivamente. En cambio en el grupo control se obtuvo un porcentaje de
aislamiento de 4%. Lo cual hace evidente la posible relacion entre la presencia del
microorganismo y el curso de la enfermedad, ya que los pacientes acudian al
servicio de alergologia bajo una crisis (exacerbacion).

En pacientes asmaticos tanto pacientes masculinos como femeninos pertenecientes
al grupo de edad de 1-5 afios, con respecto a los de otras edades, mostraron una
mayor prevalencia en el aislamiento de Mycoplasma spp.

El grupo control constituido por los pacientes sanos tanto masculinos como
femeninos, mostré que solo el 4% de las muestras resultaron positivas al
aislamiento de Mycoplasma spp, lo cual representa un porcentaje bajo con respecto
al obtenido por los pacientes asmaticos y con rinitis alérgica.

Al realizar las pruebas de Prick en pacientes que resultaron positivos al aislamiento
de Mycoplasma spp, los resultados indicaron que tanto pacientes masculinos como
femeninos fueron mas susceptibles al extracto del alérgeno acaro.

Los pacientes con rinitis alérgica masculinos y femeninos fueron sensibles
principalmente al extracto del alérgeno de tipo intradomiciliario acaro.

Al realizar las pruebas con extractos de alérgenos de tipo forestal, los pacientes
asmaticos tanto masculinos como femeninos, resultaron ser susceptibles

principalmente a los extractos de pirul, trueno y eucalipto.
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Los resultados de las pruebas de Prick de pacientes con rinitis alérgica ante
alérgenos ambientales de tipo forestal, evidenciaron que ellos fueron mas
susceptibles a los extractos de eucalipto, trueno y el pirul.

En las pruebas de susceptibilidad a extractos de alérgeno de tipo maleza, los
pacientes asmaticos masculinos y femeninos, que resultaron positivos al
aislamiento de Mycoplasma spp fueron mas susceptibles a los extractos de pasto,
cardo y lengua de vaca.

En cuanto a los pacientes con rinitis alérgica analizados ante los extractos de
alérgenos de tipo maleza, resultaron con mayor susceptibilidad al pasto, cardo y
girasol.

Los pacientes sanos (masculinos y femeninos), no mostraron susceptibilidad a los
alérgenos de tipo forestal y maleza.

Debido al considerable porcentaje del aislamiento de Mycoplasma spp en muestras
de pacientes asmaticos y con rinitis alérgica, con respecto al encontrado en
pacientes sanos, y la sensibilidad de dichos pacientes ante alérgenos ambientales, es
posible suponer que existe una relacion entre el aislamiento de Mycoplasma spp, su
susceptibilidad a diversos alérgenos ambientales (tales como extractos de alérgenos
intradomiciliarios, forestales y malezas). y las exacerbaciones del asma y la rinitis

alérgica, que los hicieron acudir al servicio de alergologia del HUP.

56



10. PERSPECTIVA

Hace falta realizar mayor investigacion con respecto a los casos de pacientes asmaticos y
con rinitis alérgica, que resultaron positivos al aislamiento de Mycoplasma spp con la
finalidad de esclarecer el papel que desempefian estos microrganismos en la etiologia de

estas enfermedades.
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ANexos
Formato de carta
consentimiento
Informado



CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTE

Puebla, Puebla a de

Nombre del paciente: he entendido y comprendido la

informacion que se me proporciond con respecto a mi participacion en el proyecto de investigacion
denominado: “Papel de los Micoplasmas en las exacerbaciones del asma y rinitis alérgica".

Mis dudas con respecto a dicha participacion han sido respondidas de manera satisfactoria. Se me ha
informado que los datos obtenidos en el estudio, seran publicados con fines cientificos. Acepto participar
en este estudio de investigacion, donde proporcionaré de manera voluntaria diversas muestras

bioldgicas.

Firma del participante
(Padre o tutor)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO INVESTIGADOR

Yo Dr. he explicado al paciente ,

el objetivo del proyecto de investigacion, asi como los procedimientos que se emplearan en la toma de
muestras, también he contestado las dudas y preguntas del paciente involucrado en la investigacion. Por
ultimo esta investigacion se llevaré a cabo bajo criterios éticos del estudio, aplicando el Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud; Titulo Segundo; De los Aspectos Eticos
de la Investigacion en Seres Humanos; Capitulo I; Articulo 17; Categoria Il Investigacion con riesgo

minimo.

Firma del investigador
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