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Resumen

Introduccion: Mycoplasma fermentans presenta propiedades inmunorreguladoras
y puede desencadenar infecciones cronicas con signos leves de la enfermedad. Por
su parte, la materia particulada atmosférica es un componente diverso y complejo de
la contaminacion del aire y que se asocia a efectos adversos para la salud. Objetivo:
Estudiar el dafio producido por la inoculacién de Mycoplasma fermentans y la expo-
sicién a ceniza volcanica.

Materiales y métodos: Las muestras de ceniza se colectaron en zonas cercanas al
volcan Popocatépetl. Diez hamsters se expusieron a la inhalacion de ceniza volca-
nica, otros diez ejemplares fueron inoculados intratraquealmente con Mycoplasma
fermentans y expuestos a inhalaciéon de ceniza volcanica. Diez hamsters no fueron
inoculados ni expuestos a la inhalacion de ceniza, considerandose como grupo control.
A partir del dia 60 los ejemplares se sacrificaron, obteniéndose muestras de sangre
para determinar el hematocrito, la cuenta diferencial y deteccién de anticuerpos. Se
realizé estudio histopatologico al tejido pulmonar de los ejemplares.

Resultados: El grupo de hamsters expuestos a la ceniza volcanica mostraron perdi-
da en peso y decremento en el conteo de neutrofilos. No se detectaron anticuerpos
contra Mycoplasma fermentans. El tejido pulmonar de los ejemplares expuestos a la
ceniza mostro detritus celulares, reaccion inflamatoria aguda e infiltrado linfocitario.
Los hamsters previamente infectados y expuestos a la ceniza volcanica presentaron
engrosamiento de la pared alveolar, infiltrado de células plasmaticas, neutrofilos y foco
hemorragico. Estos resultados indican que Mycoplasma fermentans puede interaccio-
nar con estimulos ambientales, como es el caso de la ceniza volcanica, pontecializando
efectos adversos en la salud.
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SYNERGISTIC INTERACTION BETWEEN
Mycoplasma fermentans AND VOLCANIC ASH.

Summary

Introduction: Mycoplasma fermentans possess remarkable immunoregulatory
properties and can potentially establish chronic latent infections with little signs of
disease. Atmospheric particulate matter is a complex and diverse component of air
pollution associated with adverse health effects. Objective: Damage study produced
by Mycoplasma fermentans inoculation and inhalation of volcanic ashes. Materials and
methods: Ashes were collected from small towns near the Popocatépetl volcano. 10
hamsters were exposed to the volcanic ashes, 10 hamsters were intratracheal injected
with Mycoplasma fermentans and then exposed to volcanic ashes, and another group
of 10 hamsters were not exposed to ashes and administration of mycoplasmas and
were considered as control. After 60 days animals were sacrificed, blood was collected
in order to determine hematocrite and white blood differential count, serum was used
to determine the presence of antibodies. Histopathological studies were performed
with the hamsters lung. Results: Animals exposed to volcanic ashes lost weight and
they also showed a decrease in neutrophils count. Antibodies against Mycoplasma
fermentans were not detected. The histopathological study of lungs exposed to ashes
showed cellular detritus, acute inflammatory reaction and lymphocyte infiltrate. Animals
that were previously infected with mycoplasma and then exposed to ashes showed
enlargement of alveolar wall, infiltrate of plasmatic cells, neutrophils and hemorrhagic
focus. These data indicate that Mycoplasma fermentans can interact with environmental
stimuli such as inhalation of volcanic ashes, can potentially adverse health effects.

Key words: Volcanic ash, mycoplasma, adverse health effects.
ARCH. MED. (Manizales) 2008; 8 (2): 98-106

Introduccion

Diferentes trabajos permiten plantear que la
desnutricion y el antecedente de enfermeda-
des infecciosas condicionan incapacidad para
hacer frente a diversos agresores externos,
siendo representativo el problema que plantea
la contaminacién ambiental, ya sea antropogé-
nica o natural. De tal manera, la influencia de
un factor ambiental, ya sea fisico, quimico o

Interaccion sinérgica entre Mycoplasma Fermentans...

biolégico, representa una fuente potencial de
desequilibrio en la salud de la poblacion.™3

Las fuentes de contaminacién natural, como
es el caso de la actividad volcanica, durante la
historia geoldgica han generado impactos am-
bientales al afectar la calidad del aire, y causar
problemas significativos en salud publica.*5 La
actividad del volcan Popocatépetl hasta ahora
no ha significado un grave peligro en cuanto a
destruccion fisica por su grado de actividad, sin
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embargo las emanaciones de gases y ceniza
pueden llegar a deteriorar el ambiente y el
estado de la salud de la poblacién.®’

Durante la exposicion continua a contami-
nantes atmosféricos, la afeccion se puede com-
plicar con algun tipo de infeccién, de tal forma
la importancia de estudiar los contaminantes
atmosféricos radica en conocer el riesgo que
significa para la salud y el tiempo que pueden
permanecer en el ambiente sin que provoquen
el desarrollo de lesiones definitivas.®"

Los micoplasmas son los microorganismos
mas pequenos con capacidad de autorreplica-
cion, con un numero reducido de estructuras
y sistemas enzimaticos basicos para su creci-
miento. Estos microorganismos se han aislado
de diversos sitios anatomicos, principalmente
de vias respiratorias.'

El sindrome respiratorio agudo del adulto
(SIRPA) esta asociado con diferentes agentes
causales, como puede ser la disminucion en
la produccién de oxido nitrico al interior del
pulmén™, por las endotoxinas producidas por
bacterias™ ¢ por los padecimientos pulmonares
inducidos por Mycoplasma fermentans.'® Se
han aislado en tracto respiratorio varias cepas
de Mycoplasma fermentans, presentandose
colonizacién e infeccion de las células epite-
liales del huésped, ademas se sugiere que
este micoplasma puede afectar las funciones
inmunoldégicas, tanto de forma aislada como en
conjunto con ciertos factores ambientales.s'”
El objetivo del presente trabajo fue estudiar el
dafo producido por la inoculacion de Myco-
plasma fermentans y la exposicion a ceniza
volcanica.

Material y métodos

Se utilizaron 40 hamsters Mesocricetus au-
ratus adultos, los cuales fueron proporcionados
por el bioterio Claude Bernard de la Benemérita
Universidad Autbnoma de Puebla (BUAP).

La cepa bacteriana de Mycoplasma fermen-
tans fue proporcionada por el laboratorio de
micoplasmas del Centro de Investigaciones
Microbiologicas del Instituto de Ciencias de la
BUAP. La viabilidad del micoplasma se confir-
mo cultivandolo en caldo Eaton, y la concen-
tracion a utilizar en el indculo via intratraqueal
(1X108 UFC/ML) se ajusté a partir de diluciones
decimales.

Durante los afos de 1997 al 2002 se co-
lectaron muestras de ceniza de caida libre
provenientes de las exhalaciones del volcan
Popocatépetl, en la comunidad de Atlixco-
Puebla. La ceniza se tamizé con la finalidad
de obtener particulas menores a 10 micras. La
muestra tamizada se esterilizé a 120 °C durante
15 minutos, esta muestra se utilizé en el modelo
de exposicion a la inhalacion de ceniza en dosis
de 10 microgramos/m?3, representando el limite
de exposicion para polvo que contiene silice en
ambientes laborales.

Las muestras de ceniza colectadas en las
localidades aledafas al volcan Popocatépetl
fueron sometidas al estudio de microscopia
electrénica de barrido. Se deshidrataron las
muestras con alcohol al 30%, 50%, 70%, 90%
y 100% durante una hora cada concentracion.
Las muestras se fijaron con solucién de etanol:
acetona 30:70, 50:50y 70:30, durante 20 minu-
tos cada concentracién. Las muestras fueron
tratadas a punto critico en acetona al 100% y
revestidas con oro, realizandose el examen
con un microscopio electronico de barrido JEOL
JSM 5410-LV.

Al grupo A (n=10) se inocularon via intratra-
queal con un cultivo de Mycoplasma fermentans
0.1 ml a una concentracién de 1X10° UFC/ml.
Tres dias postinoculacion los ejemplares fueron
expuestos a la inhalacion de ceniza volcanica,
previamente tamizada (10 microgramos/m?)
diariamente por 60 dias, dentro de un dispositivo
de acrilico de 1 m3, con flujo de aire 12 horas dia-
rias. El grupo B (n=10) solo recibieron el inoculo
de Mycoplasma fermentans via intratraqueal,
el mismo volumen y concentracion. Grupo C
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(n=10) solo estuvieron expuestos a la inhalacién
de ceniza, bajo las mismas condiciones. Grupo
D (n=10) no fueron inoculados ni expuestos a
la inhalacion de ceniza, representando al grupo
control. Cada tercer dia se valor6 la masa cor-
poral de los 40 ejemplares.

Transcurridos los sesenta dias se anes-
tesiaron los ejemplares con 0.1 ml de pen-
tobarbital sédico via intraperitoneal y se
tomaron muestras de sangre por puncion
cardiaca (10 ml), a partir de esta muestra
se realiz6 la técnica de hematocrito, cuenta
diferencial, deteccion de anticuerpos contra
Mycoplasma fermentans y aislamiento del
micoplasma. Enseguida se sacrificaron a

los ejemplares con la administracion de 0.5
ml de pentobarbital sddico via cardiaca. Se
realizé diseccion ventral y obtuvo el tejido
pulmonar del cual una fraccién de 0.2 gramos
fue resuspendida en 1 ml de caldo Eaton,
incubandose a 37 °C hasta presentarse el
vire del indicador, a continuacion se realizd
la resiembra de cada muestra (5 ul) en agar
Eaton e incubandose, para verificar la pre-
sencia de Mycoplasma fermentans por medio
de microscopia estereoscopica. El resto del
tejido se fij6 en formol al 10 % para realizar
cortes histologicos y tefiidos con la técnica de
hematoxilina-eosina. Para analizar los datos
de variacion en la masa corporal, hematocrito
y cuenta diferencial se realizd analisis de

Tabla 1. Valores estadisticos de la masa y
hematocrito en los grupos estudiados

Grupo Masa (gramos) Hematocrito (%)

A 17.6 (DE) 4.4 (DE)
120.9 (Promedio) 37.2 (Promedio)

B 6.4 (DE) 3.2 (DE)
124 .4 (Promedio) 49.6 (Promedio)

c 18.75 (DE) 2.3 (DE)
122.3 (Promedio) 48.5 (Promedio)

b 14.5 (DE) 1.6 (DE)
140.2 (Promedio) 44 .2 (Promedio)

DE: Desviacién Estandar

Tabla 2. Valores estadisticos de la cuenta diferencial
sanguinea, presentandose diferencia significativa

(P<0.05) entre los grupos Ay C, respecto al grupo D

Grupo Neutréfilos Linfocitos
22 (%) 78 (%)
A 6.8 (DE) 6.8 (DE)
20.6 (Promedio) 79.4 (Promedio)
31 (%) 69 (%)
B 4.9 (DE) 4.9 (DE)
31 (Promedio) 69 (Promedio)
8 (%) 92 (%)
Cc 4.1 (DE) 4.1 (DE)
9.2 (Promedio) 90.8 (Promedio)
30 (%) 70 (%)
D 8.9 (DE) 8.9 (DE)
30.4 (Promedio) 69.6 (Promedio)

DE: Desviacion Estandar
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varianza, considerandose significativas con
una P<0.05 (Software Instant 2.0).

Resultados

El analisis por microscopia electronica de ba-
rrido realizado a las muestras de ceniza mostro
presencia de fraccion respirable menor a 10
micras, como resultado de su fragmentacion
y condicionando capacidad abrasiva de las
muestras (Figura 1).

El grupo de ejemplares que fue inoculado
con Mycoplasma fermentans y expuesto a la
ceniza volcanica presentaron disminucién de
masa en un 13 %, mostrando diferencia signi-
ficativa (P<0.05) respecto a los otros grupos
estudiados. Por su parte, los resultados del
hematocrito no mostraron diferencia (P>0.05)
entre los tratamientos de los grupos (Tabla 1).
Las variaciones en la cuenta diferencial de los
grupos estudiados mostraron diferencia signifi-
cativa (P<0.05), con tendencia a la disminucién
de neutrdfilos y su respectivo incremento del
paquete de linfocitos, principalmente el grupo
que solamente estuvo expuesto a la inhalacion
de ceniza (Tabla 2).

La deteccion de anticuerpos para Mycoplas-
ma fermentans resulté negativa en los cuatro
grupos involucrados.

Mycoplasma fermentans se reaisld en las
muestras de pulmén de los grupos Ay B,
que recibieron inéculo con este micoplasma
(Figura 2).

El estudio histolégico de los tejidos pulmona-
res en los ejemplares control no presenté cam-
bios en su estructura (Figura 3). Por su parte
el grupo que recibié inéculo de Mycoplasma
fermentans y exposicion a ceniza desarrollo
engrosamiento de las paredes alveolares con
infiltrado de células plasmaticas, neutrdfilos
y focos hemorragicos (Figura 4). Los cortes
histolégicos de los ejemplares que solo re-

Figura 1. Microscopia electronica de barrido de ceniza
proveniente del volcan Popocatépetl, mostrando fraccion
respirable menor a 10u.

Figura 2. Se presenta el crecimiento colonial
caracteristico de Mycoplasma fermentans en agar
Eaton, del reaislamiento en los ejemplares que fueron
inoculados (10x).

cibieron inoculo de Mycoplasma fermentans
presentaron pérdida alveolar, infiltrados de
células plasmaticas y linfocitos y zonas hemo-
rragicas. Las muestras de tejido pulmonar de
los ejemplares que solo fueron expuestos a la
ceniza presentaron detritus celulares y reaccion
inflamatoria.
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Figura 3. Corte histologico de muestra de pulmon a
partir de un ejemplar control, teriido con la técnica de
hematoxilina-eosina (20x).

Figura 4. Corte histologico de tejido pulmonar de
un ejemplar que fue inoculado con Mycoplasma
fermentans y expuesto a la inhalacion de ceniza
volcdnica, mostrando engrosamiento de las paredes
alveolares con infiltrado de células plasmaticas,
neutrofilos y focos hemorragicos, tefiido con la técnica
de hematoxilina-eosina (20x).
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Discusion

Los estudios de contaminacion se han fa-
vorecido por la implementacion de modelos
animales, tratando con estos de interpretar
la interaccién medio ambiente-ser vivo.'81°
Los resultados de los diferentes trabajos
experimentales mencionan que la influencia
de un factor ambiental representa una fuente
desequilibrante de los sistemas reguladores
en los seres vivos.! De tal forma, se ha visto
que los efectos inducidos por la contaminacion
condicionan manifestaciones y alteraciones en
animales y el hombre.?°

Las variaciones en los valores de la masa
presentados en este trabajo mostraron ma-
yor tendencia a la disminucién en el grupo
de ejemplares infectados con Mycoplasma
fermentans y expuestos a la inhalacién de
ceniza volcanica. Estos datos son compara-
bles a los obtenidos en el estudio donde se
expuso a un grupo de ratas a la inhalaciéon de
ceniza volcanica proveniente del Monte Santa
Helena.?' Ademas, los estudios que involucran
exposicion a la ceniza volcanica en modelos
animales registran aumento de leucocitos
polimorfonucleares y de macréfagos a nivel
alveolar??, también cambios morfolégicos en
células sanguineas, proliferacién de linfoci-
tos T en sangre periférica, disminucion en la
produccién de interleucina-1 y alteracion en
la sintesis de proteinas. Por su parte, las fluc-
tuaciones en la cuenta diferencial sanguinea
se relacionan con la continua exposicién a
la ceniza volcanica, ya que si consideramos
que el factor ambiental involucrado puede
acelerar la utilizacion, la destruccion o alterar
la produccion en los elementos celulares, se
vera reflejado en cambios de los elementos
celulares sanguineos.?24

La ausencia de anticuerpos contra Mycoplas-
ma fermentans se relaciona con sus sistemas
genéticos que hacen posible su interaccion
con tejidos del hospedero, principalmente por
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la accién de proteinas de superficie, ya que la
variabilidad de estas proteinas parece estar
relacionada con la evasion al sistema inmu-
nolégico.®

La presencia de Mycoplasma fermentans
en las muestras de pulmén sugiere que
este microorganismo presenta la capaci-
dad de colonizar este tejido, ademas de la
adherencia y penetracion al epitelio celular
que son aspectos importantes en los meca-
nismos de patogenicidad®, favoreciendo los
efectos de cualquier otro factor ambiental,
como es el caso de la exposicion a la ceniza
volcanica.

Los cambios observados en el estudio his-
tolégico se atribuyen al sinergismo establecido
entre el proceso infeccioso y la exposicion a la
inhalacién de ceniza, ya que la composicion
quimica y el tamafio de las particulas de la
ceniza condiciona el dafio en vias respiratorias.
Esto se corrobora con los reportes donde se
inoculé con Estreptococos y exposicion a la

inhalacion de ceniza a un grupo de ratas, pro-
vocandoles la muerte a los ejemplares a las 24
horas. También se demostré mayor susceptibi-
lidad a la infeccion por Listeria monocytogenes
posterior a la exposicion a cenizas de aceite
residual.?22¢

También se ha descrito que la exposicién
moderada a la ceniza volcanica condiciona
padecimientos respiratorios como inflamacion
en vias respiratorias, bronquitis e incluso
fibrosis pulmonar?”28, la exposicién a la conta-
minacion atmosférica representa un problema
serio, ya que también se ha documentado ser
causa de neuro-inflamacion, alteracion de la
respuesta inmunoldgica innata del cerebro y
de incremento de los riesgos de eventos car-
diovasculares.?*%° De tal forma, consideramos
que un factor o factores fisicos, quimicos o
bioldgicos condicionan y en ocasiones pueden
llegar a potencializarse, derivando en efectos
negativos en la salud de las poblaciones ex-
puestas.
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