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R E S U M E N 

La espondilitis anquilosante (EA) es una enferrredad 

inflamJ.toria cr6nica, que afecta fundam.:!r.ta.llTl..~1~b~ la rcgi6n Sdcrolurrb.iu.· 

causando desdC! fibrosis hasta anquilosis de las vértebras. t,.:i etiolog{a 

de la E1\ es desconocida, pero se ha dí!frostrado rn..1.y clw:ancnt.e que 

existe una fuerte asociación entre la enfermedad y la pre.sencia del 

nurcador gent;tico HLt\-627. Sin crrbargo, ésta aflociaci6n no explica 

la existencia de pacientes con EJ\ y que no son B27 y que no todos 

los 827 padecen EA. Debido a ésto se ha suger;ido que existen factores 

arrbientales que pudieran, junto con el m.i.rcador gcnéti•:::o, ser 

.cesp:insables de la etiología de la enferrredad. Entre estos factores 

se han rrencionado a infecciones entéricas por bacterias Gram negativas, 

principalrrente las de los g~neros Klebsiella, Yersinia y Shigella .. 

Recienten-ente se ha rrencion,i.do que existe m1.nctistro m::>lecular entre 

la nitrogenasa de K.pnewroniae y la m::>lOCula 827. Con base en lo 

anterior se t.rat6 de identificar si existen anticuerpos en pacientes 

con EA y enferrtedad espondilitica, dirigidos cent.ca proteínas de 

_ la_ bacteria que no fuer:.nn recoryocídos pot los sujeto!::> testigo. Se 

trabajó una cepa ai.slada de un caso de septic~mia que rrostr6 actividad 

de nitrogenasa s6lo cuando se cultiv6 en un rrcdío libre de nitr6geno. 

(ES) r trurbién se cultivó en rrndio con s..ilcs de nitr6qeno (E?I). Se 

;malizilrcm 10 sueros F./\, q con Pl\fr:>nTh"?dad esrxmdi lítica rr::r::1 y 10 



sujetos aparentcioontc sanos (fruni1iar1~$ de los pa.cientes). El anál:lBis 

se hizo ílE<liante la t.i.>cnica de inmunoelectrotransf:erc1R::l.:i. utili:~an•Jo 

corro antigeno extractos totale!5 da la bacteria c:r.c.....:.i.da t..:n arrho~• rrcdios, 

ast ccrro sus sobrenadant•.:-s. Lo!3 l'.iUercs Ge cl.asifícaran dt..""! acücrdo 

a su HLA. 827-t·: 9 l::J\, G Et: y 8 s.:mos. H27-: lEA, 31::1-; y 10 sano.~. 

No existen diferencias en el reconcx:::imiento d~.! i& lquno. proter.na para 

la bacteria crecida en ES ni en lon sobrenadantes, pero en la cepa 

crecida en EN hay una banda de 50-55 kD.:i que al~¡unos suerc!l recu11v:.:t...!n 

fuerterrente. 'l'anpoco hay diferencia iaignificativa en el reconocimiento 

de ésta proteina entre enfe.r;rros y sanos, sin enbargo analizando los 

grupos ccxro B27+ y 627- sin considerar enfenredad,~ste una diferencia 

estad1sticanen.te signi.ficativa .. Esto es importr-:mte porque las muestras 

analizadas son de pacientes y sus familiares do los c...--uales muchos, 

aparentemente sanos, son B27+. LJ:>n resultados m.l.estran que s6lo el 

14't (2/1.4} B27- reconooen fuerterrehte a esa prote1na, mientras que 

los B27+ le. hacen en un 52t (12/23) .Lo interesante es quf;! ésta prote.tna 

es una de l=\S que elevan su concentraci6n al crecer la bacteria en 

ITW:!dio 1:.5,c,Úle:rr.S:; los !T":m&~ros del Corrponente 1 de la enzima nitrogenasa 

pesan entre 50 y 60 kDa. Aunque no se puede concluir que ésta proteina 

sea de la nit-ccqcnasa, si poderros aficrrar que existe una diferencia 

en el reconocimiento de la proteim de .so-ss kDa entre indi.v:íduos 

l!L/\-1127+ y l!Lll-B27-. 



!NTROOUCC10!-l 

L:i cspondiliti.;:; anquilosante {El\), es una en(errredad 

inflamatoria cr6nica, de etiolo-.Ji...1 ctcsconoc:ida, que afecta 

principalmente articulaciones a.xiales y periféricas, origina oste1tis 

e invade cartf.lagos causando netaplasia y osificaci6n. Su prc::;cn::L:i 

se encuentra fuertemente asociada con la m::ilC.ocula 1Il.J'...-B27 e.le las 

rrent.>ranas celulares ( 1-4) • 

Se reconoce que la EA es una identidad que se expresa 

clinicarrente en varias rormas d~pendiendo de ciertos factores t.mtre 

los que se encuentran el gL·up;:i rátnicc, el sexo, la edad de inicio, 

la presencia o no del HLA.-827 y su asociaci6n o no con alguna otra 

identid.!Od, partic:ulru.'"JI"entc aquellus que forman el grupo de las 

espond.Lloartropat1as seronegat.ivas (1,4). 

La expresión cl:ínica difiere tarrbi6n entre grupos ~tnicos 

y razas. 1\lgun.as observaciones !:ugicrcn que la población nest:".L:.a 

mexicana con 1~ posee ciertas particularidades entre las q'.lC -.se 

encuentran un al to ¡..x:ircentaje de cnfcrnos m:mores de 16 años al inicio 

de la si.ntom:itología y una frecu&ncia notable de atectaci6n de 

artiC1Jlaciones pt::iri.r.:i:ic.::i~ 'l'J<:' 1~"1 hri.ce·n diferente de la que se observa 

en otros grupos raciales {5, G). 
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En los últiiros años se lll'\ logrado clasificar a divor~as 

enfermed.ades consideradas corro "var.iantes de ld. artritis rcumatoide", 

a las que se li..'S conoce en la actualidad corro espcmdi:lu:..u:trop~tia:;, 

cuyas caracter.ífiticas genera les incluyen: 

-sacroiliítis con o sin cspondilitis 

-Inf lCW1aci6n articular p-?rlfédca. 

i ·:--Sin asociación con la presencia >'~n B1.l0r.o de fai:tor reumat.o)idc 

o anttcuerp:>s antinuclearcs 

-Tendencia a la agregaci6n familiar 

-Ausencia de n&:lulos reWMt.6ides 

-Tendencia a inflamaci6n ocular (iriti9 agud<l o conjt.U1ti.vitisl 

-A veces oortit.is y anormalidades en la conducci6n cardiaca. 

De las caracterí.sticas anteriores destaca, p.::>r su irrportancia, 

la ausencie del factor rcllffi-1toide, r.a.26n pai:a. que a C'ste grupo cie 

enferrredades se les detlO!lline corro "espr:mdiloartrop;ití.as seronegativas" 

(1,2, 4}. 

Las espondiloartropatias i:;eronegat.ivas rnlis importante<fJ .:ipo.reccn 

·.en, el" orden ~igi.1i"'ntA~ 

-F..Spondilitis anquilosa.'ltc 

-Artropdtfa psorHítica. 

-síndrome de Feitcr (1\rtritis rcact-..iva) 

-Artropatí.a juvenil cr6ru.ca 

~ol:í.tis ulcerativa crónica 
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-gnfern~ad de Whipple 

-Enfermedad de Ct:ol1n 

-uveitis anterior aquda 

-Enfermedad de Bc:hcct 

De las nnt.i,_.riorcs Cestaca, ¡:or su importancia c11nie<?; lfi 

espondilitis anquilosantc.~ 

- 3 -



CAPITULO 

ESPONDlLITIS ANQUILDSA.NTE 

El ·término cspondilitis anquilo9ante deriva del qriego 

spondylos qu~ ~:ilgnifi-:=.:.i. '.'ért!::bra y ~ C..'t1yo glgnificado e,;:; soldar 

o ftmdir, es decir vértcbt:as soldadas, fundidas o fusionadas. La 

flbrosis. asf. corro la anquilosis, son el resultado o consecuencia 

del prcx::eso lnflanutorio cr6nico, aunque la anquilosis de la columna 

aparece. s6lo en estadios rrr.l',/ avanzados de la enfermedad. 

La. enferm:?dad, desde el origen de su descrip:::i6n, muestra 

W1a serie de siuóninos corro los siguientts (2,4): 

-Espondilitis deformante 

-Espondi \ itia anquilopoyética 

-Espondilitis atr6fica ligamentosa 

-Espondiloartritis ru-iquilopoyética 

-Pelviespondilitis osificante 

-Enfermedad de von Bechterew 

-F.nfermcdad de Mari~-Strump:? 11 

-Espondilitis rizomi.~lica 

-Espondilitis .:tdolcbcen~ 

-Espondilitis rcumatóide 
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BREVE HISTORIA 

Ex,~uten dcscripcionl.!S de 1.J. cs¡:ondilitis anqui.10~1ant1-• fEA) 

en rromias Y tumbas egíp:;ias que se remontan hasta 2, 900 afi<J~ antes 

de nuestra era, las cuales tienen lcls vértebras fusionadas desde 

la columna cervical hasta el cOCci.x. 

La corrunicación oriqinal consideradi.l corn::> el pri.Jrer reporte, 

f!.16 hecha en el año ne 1695 pc>r aernard Connor, quien describi6 parte 

'-1e un esqueleto con fusi6n completa de los C'Uerp:is vertebrales, 

costillas, ilion y sacro form.1ndo una sola pieza. 

En el siglo Y.IX, f3,c!chterew hizo una serie de publicu.ciones 

con la descripci6n de la enferne:lad a la que determinó "inílarraci6n 

anquilosante de la columna y las grandes articulaciones de los mierrbros 

inferiores". En este oigl o en la d&:ada de los ru"'i.os 50, se enfatiza 

acerca de la tendencia a la agregación familiar de la enfermedad 

y de ahi se empieza a creer en la susceptibilidad heredada. Esta 

sospecha fué conf irn\21.da en 1.973 por Schlostein (7) , ya con el 

des(..~rimiento de la asociación entre El\ y el ant!gcno de 

histoC01rpati.bilidad IIT.J\-R27 (~). 

DIAGNOSTICO 

Los criterios r-Ms iJTFortantes para el diagn6sti.co de la 

C\ zon los :iprohados ~n Nueva York en 1966, en los· cuales se establece 

que se puede h.:icer un di.:ign6stlco definitivo si hay sacroili!tis 
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bilateral acompañada de al menos w10 de los 3 crit..erios, o sí la 

sacroiliít.i.i:; es unilateral con el primer criterio y cualquiera <le 

los otros do~ (2--1). Los critcl.·ios son: 

l.- Llrnitaci6n en la movllitk.1.d de la colwru1a lumbar en los 

3 plar1os: flexión anterior, f lc.xién lateral y extensión. 

2.- Historia o presencia de dolor en la unión dorsulUJrbal." 

o en la cc.lun;ria lumb.l::-. 

3.- Limitación e.JI la e.xpansi6n torácica de 2.s cm o ~nos, 

riedida a la altura del cuarto espac.io intercostal. 

Con el hallazgo de que el HI.J\-·027 t.iene una asociaci611 con 

la EA de entre 60-80% en población mexicana (5,8), puede considerarse, 

m.?is que un criterio p.::i..ra el diu.:;;n5sticc, corro W).). ¡:.rucb.:i indic.:iti~ 

del grado de susceptibilidad, prin::ipalrrentc en los c:.:isr.:>s de 

sacroili!tis asintomelti.ca. 

Sin embargo el m6todo más útil y barato para el diagn6st1co 

sigue siendo la radiog:i:-afía de la pelvis¡ ocasionalrrente se pueden 

_observar pacientes con sacroilif.tis en ausencia. de dolor, los cuales 

frente a algún factor prccipi tc-i.nte desarrollan lii enferncdad. 

PATOLOGIA. 

Las alteraciones patológicas ccurren en las art.iculciclone:.i 

diartrodiales con sinovitis crónica .. !lay hiperplu.sia del tejido sinovial 
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con .proliferación do stnoviccitos, infiltr-aci6n de llnfry;ito::;, cf:luLrn 

plasrn!i.ticas e hist:locito::>. f;r;.t..'ln .:..ltorilciotics son u1uy C.:)riK.:t~r.:f~t.i,_:as 

de la artritis rewr.:ttoide, por lo qui.! a l~i. Ci\ se l~ considt. .. rú por: 

mucho tienpo una wu:inntP d0 0st~1. Sin .crrtx:lt:"qo, l·:>. di!'c.rf!:'.::L.1. e;:; 

que en lo. F.A etiste una tende:ncia a Vi afrxt..-1ci6n de a.rt.i<:ul.acionon 

fibrcx::artilaginosas cono los discos intervertebrales, la articulaci6n 

del nianubrio estema!, la sínfisis del pub.is y lo:; ligarrcntos 

intcr.vcrtcbrales. 

Lac art;.culaciones sacroiliar::a1! están involucradas en el 

100% de los pacient.es, 1.!n donde cxintc desde dc~t.rucc.i6n del cart·.!lago, 

eros16n y esclerosis a~.::1 hueso ywcta-articular hasta fibrosís y 

finalmente anquilosis ósea (2,4) .. 

F..Y.isten tambi6r, lesiones inflama.torias fo::ales de la cáp<->ula 

articular y en los sitios de inserci6n de los ligarrentos (entésis) .. 

Estas lasiones inicial~ntc inflasro.torias o entesop:íticas cvoluciorua.n 

a fibrosis reactiva y posteriorrrentc son reemplazadas pe.ir hueso 

(espolónes calcáneos y sindemr.:>fitos). 

Además de las h?siones en las articulaciones e inserciones 

tendinosas, la enfermedad puede afectar el corazón, el tracto uveal 

(uveítis) , el lóbulo superior de los pulm:mes, !.;,, aorta con destrucci6n 

de la capa nedia a nivel del anillo, porclóu superior y origen de 

las arterias car6tid.:is. Ocasionalm:mte la aorta descendente abdominal 

tarrbién está involucrada. I..a aortrtis evoluciona a engrosamiento 
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de la capa !ntim:"l y obliteraci6n cic lan - artorii.15 dr:? llJ._..U,iu.nc calibre 

debido a un aurrcnto en et 1rúsculo llso. La afttcif.>n 1.k:• l...i. u.oL·t~.:.. l 10"Wt 

a la insuficiencia aórtica t..~n las .;:!t..'.lp..l.s avanzadas y a lo calci(icacl6n 

de sus paredes ( 4 l • 

CU/\DRO CLINlCO 

Lc."'l FJ" en general cl~3bc sos[X:!Chat:se en cualquier paciente, 

principaltrente jo'ren, con dolor (X)r dcb.:ljo de la c~pa lda en quien 

se ha descartado patologS:a nás frecuente o común coi:ro la lunbagia 

de tipo po5t.ural o ITT?em:lca, hernia de disc.:o intcrver:tebral, la 

osteoartritis o las mlformacioncs cong{!nitas f3,4}. 

Los st.ntomus c~:l frOC'Uencia se c>.Y.acet:ban en la mañana al 

levantarse o dcspu~s de pertodos prolo11g.ados ele inactividad y Llena.e 

a 1rojorar .:il car.hiar de posici6n o con e1 ejercicio .. 

E1 grado de severidad de las ms.nlfcst-...aciones iniciales puede 

variar desde una peq\!eña molestia de pxos 1:Unutos de duraci6n por 

la.s rmjianas hasta un espat;;nJJ 11,;.;..:;c..:l:i.:' 111fflh.'3r severo con incapacidad 

para la· m:wllizacl6n inncdL:>.to. al levz-nt:arse .. 

A medida quC> la enfermedad progresa, o::::w:re fusi6n entre 

los cuerpos vertebrales. El dolor de la rE..-gi6n sacroilíaca suele 

ser insidioso, dítícil <le lcc.:i.tlzar pero referido a la zona glútea 

y a veces en la cresta ilíaca cwrc¿ma a la regi6n del gran trocanter 

y al dorso dul muslo. El dolor puede exacerbár al toser o estornudar. 
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La rigidez matin.o.l de la column.;"1 o "sensaci6n de cansancio", pui~e 

dur<'.'ir h.'1sta dos hor...--is y de5apareccr con LIDa duch.J de .:ig-tJD. ca 1 ient~, 

ejercicio o rrarcha .. 

t.as articulaciones periféricas mS.s afectadas son los hon"hros 

y las cuc!<.!rns hast:R en 11n 35'1, durante el curso de la enfc!'10C'd.::ld y 

tarrbién puede ser sfntoma i..nicial en algunos pacientes. U afección 

de las coxoferrorüles es general~ntc bilateral e insidiosa al inicio, 

pero p:>te.nc.i.illrrente incapacitantc nús que C\Jiilquier otra articulación 

ya que pueden ll~'J~'lr a la fusi6n corrpleta originando, en estadios 

avanzados, la impusib11idad para lo flexión de rodillas dando lugar 

a la marcha car:acterfstica con la cabeza flexionDda hacia adelante 

en posición rfgida. 

J..a participación de ai.ticulacioncs periffu:ican sin considerar 

los hOIT'bros ni las caderas es del 15 al 25% y puede tarri:>ién, en forna 

unilateral, se¡: la rrar.ifcstaci6n inicir:!.l especialmente la rodilla 

y el tobillo con form:ici6n imporl:antc del liquido intrarticular. 

La artlculaci6n t...;.mporoma.x.ilar se puede afectar en e>l 10% do;! los 

pacientes con gran dolor a.l 110:1bL.i.<-...u.. {.;). 

La afecci6n exoesqucl€tlca m.)s común eJ1 pa.cientes con EA 

es la uvcitis llama.da t.arrbién iridcx:iclitis aguda y cx::urre en el 

25% de los pacientes en algún 1rOirento del curso de la cnferrredad 

(3,~). La intlama..._:;lóu ~s .Je tipo no T-"'ClnUlom.?lto!io, de inicio agudo 

y generalrrcnte unilateral. Los sfntorrus incluy,~n dol(lr, lagrim~ 
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y fotofobia. A veces preceden i.l. lr1s nunií•.!S!:.:..:::ionas ei.::;quolética.s. 

Las alter<1cicne~ en la conduccj6n c¿ir.df..:ic.:.J t:..~lt..."'1'.ien .1fc..~t:ar 

a cerca del Ji de los pacientes con 15 .:illo~~ d~ ~volució11 de la 

enfe.tm~d y en el a.si después de los 30 afias dél padecimümto. 

A veces preceden a las tMnifest.:acioncs csquel•::tü~:i..:;. 

La fibrosis pulnunar apical se presenta en p.;1clentcs con 

CA de larga evolución (prom:.-xJio d 1.'? 20 aflosJ. Gcn~dlmcnte es bilateral 

y aparece radiológicZlnk':!nte corro lesiones linenren ó en placas (llJ • 

PREVALENCIA 

I..a. enfer:rredod es nús fre:...llente do lo que oe piensa y muchos 

de los pacientes en principio considerados corro lumbágias roocánicas, 

son po:str~riorrrente cJiagnostic:idos como esPondilit.icos. Hientt:'<lS que 

la prevalencia de EA en cauc;isicos se encuentra entre O. 5 y 2. 3 .{Xlr 

1,000, en no cauc.§sicos puede ir de o. 7 a 93 por 1,000. Esto va en 

relación con la .frecuenci.:i del antígeno HLA-B27 en las poblaciones. 

As.{, en la pcblación rooxicana lü .frL"CUencia del antígeno es de S.5% 

(muy alta) y el 68.62% e.le ]nq pw-::ic:ib.;L son H[/ 15,6,B'. 

W. expresión clínica de la enfen!Edad difiere tarrbién entre 

grupos étnicos, razas y sexo. Por ejemplo algunas obse.rvacionc~ nruest.:.ran 

que en la pob1a.ci6n ncstiza mexicana, aproxima.da~nte el 50% muestran 

la forma: juvenil de la enfe~<"td y u.:l~más en la gran mayorra de 

ellos la enferroc.>dad se presenta ilJltes de 1()5 16 afios (5, 6}. Por otro 

- 10 -



lado, en algunos estudios se ha m:;,5tr,:i;do una. relación mayor en hoobres 

que en mujeres, de 9:1 aproximadam-:::nte ('11. 

La enfcnrcUad nat\lrnlncnte se desarrolla <.ilnhle<.lor dC' loe 

20 años de edad. En alguno:;:; individuos, principalrrente no B27, apa.r..:'.Ce.: 

El\ en décadas tardías, por ejemplo en los casos de artrf. tis psori.'5.tic.:i 

11.2). 

ETIOLOGIA 

La etiologia precisa de la cnferm:!dad no se conoce aún, 

aunque ya está biP..n establecida la prcdisposici6n genética asociadil. 

al 1-ITA-B27 (2, 7 ,O}. se dice entonces que el ant:fgeno D.::'7 jne,~a \.lf\ 

papel irrportante l!l1 la pat:03énesis de la e11.fei:medad, actuando CO.TO 

receptor para algein microorgtl.flism.:> o por su capacidad antigéni<::a 

ante algunos .factores ambientales que favorecen una respuesta 

inmunol6gi.ca ancrrral que da corro resultado la cnferrrednd. Entre otros 

factores anbientalcs, se ha sospechado la infecci6n por enterobacterias 

Gram-negativas. 
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CAPl'l'Ul.10 11 

PREDISPOSlCION GE.NE'Tl'..Cfl. DE 

ESPONDILITIS ANQUILOSAN'rE Y 

su ASOCll\CION CON HLA-B27 

cu.:indo se descubr.i6 l ,i. fuerte Llc;;ociación entre EA y HLA-B27, 

se pe.ns6 que la etiopatogénesj_s de la enfcnredad ya pcdiu ser cn•.:.cnd í da. 

Sin errbargo h.üy algunos m;pci:cos que l\Q pueden ser e:-::plicado~ por 

ésta sirr{1le asoc:laci6n: 

a) No todos 1os individuos 827 dvsa.crollan espo.ndilitis 

b) Lél. preoencia de B27 .-;n fOCTT\-"1 hOfl);)Cigota no es suficiente 

para causar la enf~acl 

e) No tcxlos los enfermos con EA son B27, es decir que puede 

haber espondil:itis stn ser B27 

Por lo anterior se han postulado vari.;i.s teor!as para explicar 

su as~iaci6n: 

-Teor!a de los dos go11t.:!s 

-Tcar1a de un gen o de reacci6n cruzada 
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Tr:onrA Dr. DOS G Y:: N F. S 

Esta teoría fué e.'-:pllCSt:Et por w.. ~vitt t!ll el rU"io ÓC! E'7·1 

{13), sugiere que hi1y 2 gt""!llf~D, lucalizado!i e,, el brazo cnrto Jel 

crorrosoma. 6 humano, el prim::-ro a.xlifica F;:n:a <:•l ant'fgeno tn.J\.-R27 

'i el otro par.u lct l:=t'\ (9211t:~ ~). Ge: cr.-ec entonces qu;:? los indi~Jid1.10n 

con los genes A.5 y 027 desarrol 1,-:¡rtin la enferrrcdad, mümtrus que 

los individuos B27 que no llevan el ~JC!le r .... s, no d~$arrollarán la 

enfernedad. Indica adcrrás que u11;t>0~; <Jenc~ :.e <?ncuentran en desequilibrio 

de enlace. Una dlficul tnd con ~st,.1 tc-vríñ es que nn explic.1. cám:> 

es que el gene AS es el causuntc de la cnfearedad. 

TOOR!A DE UN GEN O DE RF'J\CCIC.tl CRUZJ\DA 

Los trabajos que apoyan esta t..eor1a se basan principalmente 

et1 la idea de que la EA es producida o dcseocadenada por microorganisno$ 

los cuales scm;jan o ríll.lcstran reacc!.6n cruzada con el antigeno HIJ\.-D27 

114-16). 

Los prineros estudios que apoyan éstu h.(p5tesis fueron 

realizados con sueros de- C011ejos inrrunizados con linfocitos B27, 

los sueros asf obtenidos mostraron la pr.osencia de anti.cuerpos qu0 

reaccionaron, por inmunoditusl6n, hmrag1utinaci6n y radioinm.moanálisis 

rn1t.J:::c las que se prob.:u:'on ':i que dieron rc~t(:ci6n s'Z' en<.:-uentran las 

de los géneros f~~, §!:!!gello y yersinia (14). 

l1 -



El 0..xpcr~nto tarrbil!n ha sido rc;ill:wdo a la inversa, 

.inmunizando conejos con Klobzial 1-:! y pr::h•r,do 1-'1 re<:lCt".ividad del 

antist.'t'!ro contra l.iníocitos HLl\-i:.~.;o. Se dete<.~tó la pt«zsenr..:ia de 

anticuerpos citot6xlcos cont.r.n 6F;t.os l infccitos, ph.ncip·a·lmente 

obtenidos de pacientes con f:A, si sG comp.:ira con los linfo::itos 1327 

obtenidos de sujetos sanos (14,17). 
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CiiPl'!'ULO 

Klcbsiel1a Y ESl?ONOILlTlS i\r'>QUIIDSA?-fl'E 

Klebsiella pneum::miue es el pat6geno m&2 ~"">rtante del 

grupo Klcbslelli!_.. Es una bac:terüJ Gram-Ncgativa 1 capsulada y por 

lo tanto prOOuce grande;?s colonius trucoide.;.. Se h;i:n id.;;ntificado 

apro>tlmadarocmte 5 anti.genes somáticos (O) y 72 capsularei.i t~q de 

naturaleza ¡:olisacáridZl. W~ lnfcccioncs intrahospitalarias represent.an 

uno de . las principales afecciones poc éste micrcorganicrro ya que 

repregent:.an aproxi.!"M:danente las dos °'-">Ceras par~a de las tnfei.xíones .. 

Se encuentra en v!as respiratorias ('nt:.rc el 5 y lO't de los sujetos 

sanos y representa el segundo invasor de loo pulm::mt!S de los pacientes 

con enfel"JJ'edad cr6nica pulrronar. Causa aproxirrada.rrente el 3% de 

las neum .. mías bacterianas.. Es el :i-l.."9UI1do pñt[}qeno m.'is com11n en el 

tracto urinario. En r.eal idcid se puc.'(]e dBCit" que es un r.ü.croorganJ.sno 

comensal y s6lo es pat6geno oportunista en individuos irur..;inodeprimidos 

(18,19). 

Les ~i:>t..:;::U.0-= oue llevan a la relaci6n ent.re Klebsiella y 

EA surgen corro consecuencia df:? 1.a relación que ex..ibl.c- cn~r-,.,. HU\-B27 

y la oanteritiu causada por alg\ill.os micrcorg:anlsiros corro ~, 

Shigella y Sa11JOnclla para la aparición de artritis re~'llctiva o s1ndrowc 

ña Reiter (20-22). Por otxo lado so ha obser-n1do qut! hai1 un flU.'Tt:mto 
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la concentraci6n de lgA circulilnte dirigid.l cont.ril Klebsiella 

en los pacientes con El\. °'~ ahí que :-;o c~ .. msidc~:o .:! la ~iclla 

corro uno de los factores arrbient.ales qua posiblerr-:~nte estén involucrados 

la etiología de la enfermedad (23-:?7). 

En el ar"\o de 1976 en el Primer C"..ongreso de HI.A y En.fcrnn:lad, 

el grupo de Ebringer fué el prh~ro o:•n prorv1ner. una anociaci6n ~·ntn~ 

Klebsiella y la EA. Postcriorm:mte se identitic6, por el míznu qrupo, 

la presencia de Klebsiella en las heces fecales de pacientes con 

EA. La recuperaci6n del microorganisnn pudo hacerse principalnente 

durante las faues activas de la cn.Ccrrredad y la aparici6n ocasional 

de Klehsiella pudo prc_.ocedir a un.:a recui:da cl1nica (28). A pesar de 

estos resultados, otros in'll'egtigadores no han pod.ido encontrar 

correlaci6n alguna entre la presencia del microorganiflno y la actividad. 

de la espondilitis (29,30). 

Recientes estudios, por 2 grupos; un gru¡x. en Inglaterra 

encabezado por Ebringer y otro en J\ustralia encabezado por Geczy, 

suqieren un posible papel de Klebsiella en el desencadenamiento de 

la enferioodad, pero la interpret..."lci6n del papel que juega el 

micrc:organisroo en el enferrredad es diferente, de tal manera que surg~n 

por cada grÚpo de trabajo una hlp6lesis: 

-llip6tesis de tolerancia cruzada 

-Hip6tcsis del receptor 
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l!IPOI'ESIS DE '1'01..ERllNCIA CRUZADA 

f~Si:<"'l hip6tezis profX)ne la generación do una rcspuest.a de 

anticu·- cpos cont.t:a ant!:9enos de Kleb~, la '-Uill es C\JAlit4.itiva 

y cuantitativarrente inad.xuada pa.ra la climin.:tci6n clel microorganisrro. 

La persistencia de ~iellil o infecciones recurrentes genera la 

prcducci6n continua de anticuorp.:1s, los CUil.le::>. r~onocen p.;1r l;"o:,;..:i.cc:ión 

cruzada el tejido del paciente, cono con.st .. "<.'.:Uencia se disp.:ira la cascada 

del ContJlcrrcnto y por :\o tant:o existe un daño al tejido que es nl!':-'diado 

¡x:ir el cooplemcnto.. Esta hipótesis postula que gran cantidad de 

anticucr¡x> es generado en el tcJido linfoide que drena al intestino 

grueso, el cual está situado pi:óxino a las articulaciones sacroil.1'..acas 

y v&tebras, las cuales F-Or estar cerca de los ganglios linfoides 

sufren inflamaci6n ( 9, 14, 15) .. 

Por lo anterioi.~ se dice que hay reacción cruzada entre el 

B27 y los a.ntf.genos de Klcbsiella, por lo tanto se habla de que existe 

un núJoo:tis1ro n"Olecular entre el microorqan'\.srr..:> y el HI..A-827. ~s 

aún, se ha idcntifi~do, tx>r crmpa.raci6n de secuencia de a'TlinOOcidos 

entre la molécula 827 y algunas protef.nas co~idas de la bacteria 

Klebsiella pneumoniae, que existe una similitud entre la cadena 

protéica del HI.A-B27 (resf.dlle's de a~cidos 72-77) y la enz.i.IM 

nitrogenasa (resf.duos de amino:.i.cidos lBB-193) • Estas secuencias son 

hidrofílicas, lo que sugiere una localización de rroléculas expuestas 

sobn'? }A !":U_f'erfici.~ celular. 116,31). 
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Nl'l'RO:il:Nl\SA DE Klebsicl la eneunoniuc 

La .rcducci6n bio16Jicu d1:l nltr&)<..mo ,·u:rrv:ist;}ri-:;o (N 
2 

} d 

ar1onio (Nll 4 
1
·) es catalizada poL· la cnzifü:t nit:r~JCt'\<:l~., la cu.:il om·,..'í 

compuest.a de t.m corrplejo de dos prot:e1nas: 

-Componente I (Proteína-More o nittoqcnasn) 

-Componente. 11 (I'rotc!na-F'c o nitr&3eno r.eductanétl 

Componento l.: 'l'icnc un ~so 1role<."Ular d(? 200 a 250 kilodaltoncs 

y contiene 2 átonos de rrolildeno (Mo} / 28-34 fit.unos do fierro (Fcl 

y de 26 a 28 sulfuros ~ido l.;íbilcs. En geles de poliacr.ilamida. en 

condiciones reductoras se observ<:i que ust.'.i corrpue.:;to de dos subuniclades 

(o<'2 ~ 2
), cada subtmidad con un peso upra>d.m:ldo de GO kiloclaltones, 

el análisis de aminoácidos muestra gran similitud entre ellas. En 

Klebsiella pn~unoniau <los gcnt.:s ccdifican la 1."'!'ll:xuctura de &ite 

cooponente: Gene nifK y el Gene nifD. 

Cor11X>nente II: 'l'iene un peso molecular de 55 ;;i 65 kilod.illtone.!;;, 

está <.:-orrpucsto de dos copias do 6sta unidad. Tiene 4 t.i.tom:'ls de fierro 

y 4 sulfuros :leido lábiles. F.n Klebsiol la pneurroniae, el Gene nifH 

es el responsable de la .sr.nt.csis de 6stc conponentC". 

La uni6n del !iustrato y su reducción tiene lugar cm el 

Componente l mientras que el Conponentc Il co el respons;ible de ceder 

los electrones necesarios para la reducci6n. La fijación de nitr6geno 

requiere energía en forma de A'rP, el cual se une al Conponente II 

- 18 -



y b,;."lja el PQl:eti::.:i,11 rodox.. se 11a Ciilcul.:tdo yuc. su r ..... ~.1utcr.·~_:n l~nt-t''~ 

21 y 25 .l\'l'Ps l">r. cada 11it.r6.:;eno fijado. 

A1rbo::; •:::omponlmtcn dl:;- l~ n.ltJ~O)f"!N\~\a ~on r:ti.p1dd 

:irrcvci::-!::>ihlcnuntc.t ina.ct.l\wdos por lét m~¡;..J.:;!<;"ir>n ül oxi~wno, es D4'Í. 

que! Kl~.bsiella pneu1ronid.8 no es t-::•tIM2 ele íi.jar nit.rÓCJ(mO en condicio:'lt~fl 

aer6bic'lS C32-:M l • 

llll'Cfl'l'.SIS DEL 

Es~ hip6tc~i l s curgc a raiz de la ap.:-u;(.mto reactividlld c;i-u.zaoa 

t~ntrc B27 y Klebsiclla pneum:m.iae. Ea c:m 1979 cucoio:Jv ~·~3.<Jl•z: y t::ols. 

{17} reportaron que wl antlm11::ro obtc:nldo cont.rd Y.lc".bsiella causó 

lisis da linfocitos d0: paci«.mb!'6 B27 posltivo2 pero no lq, hubo en 

célula~ de pacientes c~;;pondll!t.icos B27 r.:."1<)at.ivos ni on aquellos 

testigos sanos B27 t'.'w;;lsitivcn y negativos. E:st.e •JrUpo t~r:opone q~ 

hay un ma.rcüdcr de t:>upcr..fJ~ie o t:i~>eeptor para la <:spcindilitia, ya 

soa que se trate dt~l propio 027 o que uc cncuen"Ll.:<t a:.o.:í:1•Jv con él. 

Con l'.i.sta base Arnason y 'l'horot.ainsson (35) intri.nsecauiente f'OStlllan 

qiJo el <letcrminante de reacc16n ccu2ada en lo célula. pudicr-a t;or 

p;irtc do la nnl6cul.J fl27 rrn:lificada par la adlci6n de illgt'in COIT{'..onente 

b.J.Ctl3'riano y que ~+-lt...; p<Ylinra pt~rndtir lll inicL.1ci6n de una reacción 

!tura.me rest:rinyitla gi:•n6t~ic:an-cnte,. lü c:J.J.) pudiera o.afk:>.l: c1 t~ildo 

del paciente. 
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lil .;tpar!.C'!nc.ia genética de ct'lulas 027 po:-;itivas de un individuo no 

f.?5¡)()ndil fti<.::o por incub.'lción con t.~l !3obr-cnadante tltü cultivo de 

Klcbsic 11".!· Dcsputfa de dicha .Lncuha.ci6n las célul~u-; tuv.leron un 

corrp.:>rtamie.nto part..~ido .:i la do los t'~~;pondi11tico~; n27 po:-iitivos 

Y fueron igualmontc lifüidos por el suero anti,!(_Lebsiella. Pot"' lo tanto 

se dice que el rredio de cultivo contiene un !"ilctor(es) lloditicantc 

y sólo aquclla.s c.Slulas qua portan el ant1geno B27 pueden ser 

rrcdificadas [X)r eme fc"lctor, sugiricndosc por lo tanto qu-e la nnll'.>CUla 

B27 por n!. mioma uctua corro receptor de ese fuctor (36,37). 

Posteriores estudios acerca de ese factor mcrlilicant:e prOOucido 

por Klcbi:.icll.:i._ !.ndican que ~".? origina de lu lf'l'.'ntl".lrann '"'Y.terna de la 

bacteria y que tiene un peso rn::>l€....:1.1lar entr:e 26 y 30 KilodiJl tones 

(30). Es terrrolábil •°l 56°C pm: 30 minutus, es sensible al tratamiento 

con ncuraminidasa y es cot..."tblc r:on tripsina y quinotripoin..."'l. La s!nt.:esis 

y cxcresi6n del factor rrodíficantc f'!s W1 evento que ocurre a6lo en 

el· I.?'t. de le:: .'.li=l:-!.~!--::>1~4=.'X: (?7). 

Laz células do sujetos normales B27 positivos que son 

susceptibles a la lisis por suero anti-_!5~ después de la 

e.xrx:>sici6n al factor m::xUficante, r§pida!rente pierde su susceptibilidad 

a la 1 is is, Augir.i.endo que los sobrenadantes de cultivo contie11en 

urui rrol6cUll\ (O rro16cu]as) la cual terrporalrrente se adhiere a la 

superficie, de la cual poco después se desprende. No e.xiste un biotipo 
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O B J E T I V O S 

1.- Diseftar un m .... "<lio do cultivo 6pti..lrú, libre do prc..t:e.'í.nas, 

para el crecimiento de Klebsiclla pneum:in~ae .:iisladas de infecx:ioncs 

int.rahospitalai.·ias .. 

2 .- Mediante la reducci6n de aoo-tileno, deterntl.nar la czipacidad 

de.Klebsiell.:1 pf}.~~ni~ p..'\ra fijar nitr6gcno atmosfGrico lN
2

) .. 

3.- Estandarizar el patr6n electroforético del extracto 

de prC1tcf.nas totales de Klebsiella pneurron~ crecida en rredio con 

nitr6gcno y en u~io sin ni trág:eno .. 

4 .. - Determinar si e..xisten auténticas proteinas de excresi6n 

al cultivar al micrcorganisno en las dos condiciones de cultivo .. 

5.- Mediante la técnica de inrmJn0ielect:rotransferencia, 

determinar el reconocimiento de prote:í.nas t.:ota:les del extrae-ce , 

bacteriano, así conx:> de los sobrcnadantes de cultivo, tanto en sujetos 

t.estig<? _i::orro en pacientes -::en espondiliti.s anquilosante. 
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ó.- Determinar si existen, enL.t:e paciente¡;¡ ")" testígm;, 

diferencias en el reconocimiento de. Kll'!bsiel la poourroniac que pudieran 

ser indicativas de que el m.icroorganlsr.l'..I es en rea.lidad uno de: los 

agentes involucrados en el dcsencadcnanuento de la espondilitis 

anquilosante. 
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M " T. E R I " L E s y Ml~1'0[J()S 

A.- "-~TERIAL moux;rco 

1.- Sueros hunanos; dist.rlliuf.dos c..\.mo sigue: 

a) .- 10 muestras de sueroa correspondiente$ a pacientes 

COn diagn6stiCO de CSp:lndilitis dll'-JUilo¿,,:~nt..c. y 9 GU~ru:;.; r.lr> fld<.~Ít"!'ntes 

con eníenredad es(Xlndilf.tica, conf"irmados por el Servicio de 

Heunatolog1a del Hospit.:-il General de México, S.S.A. 

b) .- 18 muestras de suer.os de sujetos aparent..errcntc.~ 

sanos, tOOos fasnillares de los pacient12s. 

2.- Se obtuvieron 3t aisla1niBntos de Klebsiella pneunoniae 

de diver~us fucntcr.: inf€'Cciosas intraho3pitalarias, todas ellas 

obtenidas del Hoopi.tc"ll Infantil de México, $.S.A. 

3 .. - Irum.moglobulina G (IgG) de cabra anti-innunoglobuliuas 

humanas totales ( tgA., IgM e IgGJ, conjugada a pe.roxidasa (Cappel 

Cat. :1201, lote tt 28940). 

B.- MATERIAL QUIMICO Y l'TJUil'O 

l .. - Medios de cultivo. 

al.- Medio E rrodificado con iones arronio tNH4 +) cono fuente 

de nitr6qeno IEN): 
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HgS04 ó. < g 

l\.cido Cit.rico 2.0 g 

NH4 'NaH'ro
4 

•4H20 J.5 g 

K2ll!"J4 10.0 •J 

Fc":.'1 
3 

• flt
2
o 0.1 g 

Glucos.::i 2Ó.O g 

hgua des ti lada hasta 1 litro 

b} .- Medio E trocUficado, nin fuentes de nitrógeno {F,S}. 

~'9S04 0.2 9 

Acldo C!t:.rico 2.0 g 

K
2
ut-0

4 
10.0 g 

Nü!I
2

Po
4 

•11
2
0 2.31 g 

Na>Io04. 2Jl20 0.02 g 

f'L"Cl
3 

•6H
2

0 0.1 g 

Glucosa 20 g 

/\gua destilada hasta l litro 

tas reactivos para arrbos l'l'edios de cutlivo dP Mcr.;J;. 1 

Naucalpan, Edo. df.> Mé!do..i. 

2.-- I'..letcrminación de n.it:r.ogenasa. 

a).- Medio °°' y ES, se1ni!36lido con agarosa al O.O?. 

b) .- Etileno (INFAA, N.'.luc.alpan, Edo .. de M&<ico) 

cJ .. - Acetileno: Obtenido en el laboratorio por- t""~acción 

ent.rE"- ca eburo <le ca 1 cio y agu<J.. 

dJ .- Cronk1t6gt:afo de gases PYE:-UNIC/11'U), con columna 

de vidrio, anpaque de Porop<lck 80-100 rresh, detector 

de hidrtXJ"eno-ai.re, ionizaci6n de: flama y graficador. 

3.- Re.:ictivos y equipa para. dQSat"ro!lm: la tGcnicn de 

el<..>etroforesia en geles d~ poli.:icrilamid:t (PAGE}. Todo~ los reactivOs 

t'.le Sigma co. Sri. LJ:.mia Mo. USA., los sol\·entes dt! Bakec. S.A. Xalostoc, 

- 25 -



&Jo. de Mé..tlco. Prcparatlon ~;e: i:.iltran en papel Whdtnl::H\ N l y se 9u..1rdan 

a 4•c. 

il) .. - Solución de r.cn6'1a.:ros ac:rilam.idcl-hisacrilamida 

(J\). 8% ~·1. 

Acrilamida 

Bis-acr!~ 1 um l d.:: 

30 .. 0 <J 

o.a g 

Agua bidcstiladu h.lsla 100 mt. 

bJ .- Regulador del 9eJ scp.ira.dor (Tria-HCl LSM, p~l~B .. S). 

10.15 g 

A9ua bidestilada 90.0 mL 

Se ajusta pH.::8. 9 con BCI 6N 

Se afora con .:i,qua bidcstilada a Jno mr. 
e} .. - Regulador del gel concentrudor tTris-HCl O.SM pH.::6 .. 8). 

Trizma base 3.0 g 

Agua bidestilada 90.0 mr, 

se ajusta el pH=C.8 con HCl 6N 

Ge afora con agua bidestilada a 100 mL 

dJ ~- Lauril sulfato Qe oodio (SDS} al J.0%. 

svs 10.0 g 

Agua b.i.de!i'.tilada hasta l Oú n1L 

-e).~ Persulfato de am::inio al 10%. 

J?crsulfato de Afronio 20 ro;¡ 

Agua bidest1lada 200 /<l' 
fJ .- TEMED tN' ,N 1 ,N 1 ,N'-tetca~tilet-ilc.nJiamina), Sigma,co. 

9) .- Regulador óe corrimiant:o (Tris O .. O~SM-Glicina 0 .. 192M

SDS al 0.1', pll•B.3). 

Triztru base 

Glicina 

sos al 10% 
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h) .-

l\';:t"U.,1. bidcstilé'hli1 h:1sta l L 

(No se ajusta el pll} 

Rcg-,.ilador de mucst.t:a 2Y. 

Tris 0.SM, p11"6. s 2.:, 

sos al 10~ 4.0 

ti.gua bidestila.da o.s 
Glicerol 2.0 

2-mercaptoccanoi. LO 

n-L 

mL 

mL 

mL 

rrL 

il .. - SoluciGn madre uzul Coomasie para tinci6n de qele;;. 

i\zu 1 Coonus ic R250 2 • O g 

Agua bidestilada 200.0 mL 

j) .. - Colorantú de tral."'iijo para t.inci6n de protoinas. 

SOl.rrodre Azul Coom3.:Jie 62. 5 mL 

»etanol übsoluto 250.0 rrL 

/\C. acético glacial :,o.o mL 

Agua bidestilaL~ i3·1.s mL 

kl. - n....""COlo?:ante para gel l. 

Met.anol absoluto 500.0 mL 

Ac. a~tíco g lacia l 100.0 mL 

Agua bidestilada 400.0 mL 

1) .- Decolorante para gel ii. 

Ac. <lcP.tico glacial 7.0 mL 

Agu.;i. bidestilada 93.0 mL 

m) .- Equipo p.;Jra desarrollar la té=nica: 

Equipo para electroforesis vertical 

SCil?ntific: Instrurrents, MOO. SE 600 

Congelador a -2cr e 

Refrigerador a 4° e 

Hoefez.• 

Fuente de p:;de.r para electroforesis Hoefer 

Scientific In~nts, 500 v, 250 tnA. 
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1.- Reactivos y eqllipo par.;1 d""!:iarr.olla1: la tl-cnica de 

transferencia. To:los lo:'> reactivos de Si')HO, Co. y ~t)l\fentcs dí.-, 

Bakei:-, S.A. 

a).- Regulador de trarn;fercnciu 

T.rizmJ. buGC 

Glicina 

Metanol absoluto 

Agua bidestllitda 

9 .. 07 mL 

'13.2 lllL 

600.0 inL 

b) .. - •rinci6n -;Je proteína..:; transfdrid.:Js 

Tinta chiroa (Pelikan) ;!O.O ¡tlL 

PBS O.lM, ':".-1ecn 20 al 

0.3%, plt=7.2 10.0 mt. 

e) .. - EqUipo pat:a desarrollar la t~nlca 

C§mara de electrotransferencia, UO(!fcr, ScL 

Inst., Mod. TE 42 

Fuente de poder, iloo(cr Sci. lnst. Mod. TE51 

0-100 VOC, 0-2 A. 

Papel de ni'.:rocciu]osa de 0.45 micras d~ p:iro, 

rm.rca Sartot"ius (cat. 9-f)4-955, LJ::>t.221.1360740-ll 

5.- Reactivos y equipo paro. dcsr.irrollar la t('Cnica de 

irom.modatecci6n. Todos los r<;".activos de Signa, Co. y .:;:olventes de 

Baker, S.A. 

a).- Regulador salina-fosfatos (PBS) lOX, O.lM, pll•7.2 

UaCl ~o.o 1 

KH2r'Cl4 
2.0 g 

Na2Hro4 12up 29.0 g 

KCl 2.0 g 

J\gua bidestilada 900.0 r..L 

ajustar a p!1=7. 4 

aforar con ayud o .:,000.0 mr, 
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b) .- Hegulador de bl0r·1u.:..'O 

C".clatin.1 6.25 g 

Dinolver en 7.00 ml, de agua bidcstiln.W.t r..aliontc 

ED'l'A di<.ó.iico 4.S4 g 

PBS lOX 2SO.O rl1L 

1'wecn 20 ·2.5 ml. 

Agua bldestilad<t J..5 L 

Ajustar .,¡ pl!o7.3 

J"'forar c::on aguo ~ 2.5 L 

e).- los sueros por analizar, así corro el conjuqndo 

.:int1-lnimm'.":1lr;bu1 Jna~ humanHs, dllufdo:; :.~n rryJUladcr 

de bloqu~ 

d) .- Regulador de luvado PBS-'l'ween 20 al 0.1% 

PES lOX !OC.O ITIL 

'!WL.'-en 20 1.0 mL 

A.gua bidostil .:idil 900.0 mL 

e) .- sustrato par."l la peroxidasa 

4-cloro-1-nattol :.rn.o IT'J 
Mctanol absoluto J.O.O mL 

PDS lX so.o mL 

!12°2 so.o pL 

C.- METO DOS 

l..- LOs sueroo fueron obtenidos de sangro vcnona -y se guardaron 

·en altcuOtas de 200 microlitrn:-:: a -2o"c. 

2.- Se analizaron 31 aislamientos da Klebsiella pnewroniae 
tver tabl·"' I I) • 
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J.~· Se preparó rroedio semis611do Fl'J y r:.•; en •,.1iales de S mL. 

Cada. cepa se serrbr6 pea· punción en cada v léd , se incubó el nk.!dJ o 

EN p:;>r 12 horas a 37l)C y el nlt'..."dio ES por 5 dlas d 20""c. 

4.- Se detcrmi.n6 la presencia de lu 1c-:>nzinu nitrcx1en..1sa m:yJiunte 

la reducción de .:i.cetileno (41) corro si<JUr:!: 

a) .- Las bacteriar> Cr€:cidas en frascos con iredio semis6lifü.) 

fueron cerrarlas con tapón de caucho. 

b) .- Se inyect6 1 mr .. de acetileno ~· se incul:xS 1 hora 

a 37"C y 20"'C para los m...~ios ffi y ES respoctiv.:.unente. 

e).- '!"ranscurri.do el tierrfJO, se l:.om5 1 1nL de la at:m5sfera 

de cada v.ial y so inyectó eJl. al C!.om:i~afü de qas~s pt'€'via!T'Cnt.c 

c.-1librado para el ticnp:i de retenci6n del aceti!f'!no y d~l etileno. 

di.- Se det.crmin6 cualitativarrente la presencia de la 

enzima pa.ra cada una d~ las condiciones de cultivo. 

e).- Se sclecoion6 la cepa de mayor activ!.dad enzi.rnatica 

(cepa 22, SegGn la clave del laboratorio) • 

s. - ~e dctcr:m.in6 lcl CW."V~ de cn_:.cimiento de la cepa 22 para 

las dos condi.ciones de cultivo, pcr el ~todo nefelomGtrico a 
540 nm de longitud de onda. 

6. - se crec!.6 ~~Qª.!ella onP.turon1.ar> ci:-pa 22 en rrcdio· líquido 

l~l por s horas a 37°c y en rredio ES por 5 días a 20"'.c. 
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7 .- Tru.nscurrido el tlefllX.I se coscch6 lu b..J.ctccia p:>r 

centrifugdci6n a 7,000 rprn durant0 10 m.int~tos y '~l Gobrcna.dantc ne 

concentró 200 vecos para EN y 1,000 Vt.:..>ccs para F.:S. El paqu~:?te bacteriano 

se lav6 5 veces con soluci6n salin.:i estéril y oe congal6 el p.:.>quete 

hasta su uso. 

e.- Preparac16n de la ffft .. H~stra para su an.'i.lisis elc.-ctroforét.tco 

{para ambas condiciones de cultivo). 

a).- Se ajust6 el paqu~te bacteriano con solu«:-ión salir• •. ;¡ 

a las sig··~.cntes densidades ópticas: 0.4, 0.6 y 0.8 a 540 nm de longitud 

de onda. 

b) • - De la suspcmsi6n ajUBtada se tomaron 10 mL y se 

centrifugaron a 7,000 rpm par espacio de 10 minutos, se descart6 

el sobr.enadante y se adicionaron al paquete 500 microlitros del 

del regulador de muestra 2X, se colocaron en baño de agua hirviendo 

par espacio de 10 minutes. 

c) .- Los sobrenadantes del cultivo, ya concentrados, 

se mezclaron volWren a voleír.En con regulador de muestra y tarrbi€n 

se colocaron en agua hirviendo por 10 minutos. 

9.- Electroforesis en geles de paliacrilamida-SDS (PAGE-SDS): 

Se utilíz5 el sisterra de reguladores dlscontfnuos de Laerrmli (42) 

corro sigue: 

a) Electroforesis en geles de pcliacrilamida al 12't. 

con l. 5 111111 <.l~ grosor. 

Gel separador: 

Se rront6 el aparato per-fectarrente l:lrrpio y desengrasado, 

de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

En un rretraz Y..i tü!:;ato ce colcx.::aron r..m orden los siguientas 

reactivos: 
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SoL de rron611~os l2 ·º mL 

Tris 1.SM, p!l-=8.8 7 .5 mr, 

SDS al 10% 0.6 niL 

Agua bidestilad.:i 10.0S niL 

Pcrsulfnto de Nt~ + 0.15 ml. 

'l'EME!l 0.01 niL 

Se agit6 la 1rezcla y se tidicion6 entre las 2 placas 

de vidrio, hasta i.lproxim.1.daíl\3nte 4.5 cm do3l borde superior 

e inrrediatarrentc se adicion6 sobre lu surierflcic 5 mL 

de agua bidestilada. 

Se dej6 gelificar por 15 minutos aproxim:ldanente, en 

seguida se lav6 5 vec8.S ccn agua destilada. Se escurri6 

perfectamente la superficie del gel y se colocó el peine 

apropiado para el gel concentrador (de 10 carriles para 

el ar.:ilisis electroforético y peine ciego para 

i.rurunoelectrot.ransferencia~ .. 

Gel conccntre.dor: 

En un natr.'§z kitasato se prepar6 el gel concentrador 

con la rrczcla siguiente: 

Sol. de mon6meros 1.33 ir.L 

'l'ris O.SM, pH:6.8 2.50 mL 

SOS al 10% 0.20 niL 

]'vJ'-1::1 blñ,,.~t·i 1 ;ii);i 6.10 niL 

Persulfato de HH 4 
. o.os mL 

'fEMED 0.005 mL 

Se agreg6 l!sta trezcla sobre el gel separador, teniendo 

cu ldado de no dejar burbújas en el peine, una vez que 

gelificó se lav6 con agua destilada, 

En SC'<.JUida se nontaron lüs placas en el aparato y t3e 

l len.'1.ron los tanques con t:e-]Ulador de corrimiento .. 
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Se colocaron en c:::i.da f)O:.:o 60 rnic:rolltros de ~,da muestra 

por analizar y en al frf:~nos un po:o!o cvn 10 mlcrolitroo 

de los F.iiguientes m3.rC<)dores do peso rn:J)ec\1lar: 

Alb(uni.n.J. bovin.., 66 Kilod.:iltoncs 

A ibúmi n.:t de huevo .i 5 

Gl icera ldelúdo-3-fosfato 
deshidrogenasa 36 

Anhidrasa carb..'Snir·:i 29 

'l'r-ipsin6geno 24 

Inhibidor de tripsina 20 .1 

Alfa-lactalbeimina 14.2 

Se conect6 la fuente de polc~r- y se aplicó una corriente 

constante de 1.5 mA (voltaje inicial de 60 volts), cuando 

la marca de: azul de bromofenol pe.nctr6 al gel separador, 

se aument6 la corriente a 30 rl'IA y se dej6 o:irrer hasr..a 

que la marca de azul de brorrofenol 11L"'96 a 0.5 cm del 

bo;:de c.lel gel (vol~,je final de ~60 volts). 

Se desm:>nt6 el aparato y el gel se sumergió por 12 horas 

en soluci6n colorante de coornasie al 0.125%-rootanol

úcido acético. 

&:! rerrovió el colorante y en w~tid.n ~.'.: .:;:.;..7.t.:J..'::iió ~n 

solución deco1or.antc haciel1do tantos carrbioa -com.> 

fué nix:esario hasta lograr nitid~z adecl.lada de las bandas. 

se agregó decolorante lI para preservar el gel para 

su posterior análisis. 

10.- Elcctrotransferenci,:J segdn la técnica de Tcx<Jhin {43}. 

Se trabajó la muest.ra il una r,540 ~0.6 :por rrost.rar una bucn •. "l 

resoluci6n • Se realiz6 SDS-PAGE al 12% y se colcx:aron 900 microlitro~ 

de la trn.Jestra en un peine ciego con un diente para nurcadorcs de 
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~so 1rolecular~ 1.'e1:1ninildo el con:ilnicnto oo >...."Ortó el üXtrt-'lrt.:1 d<:!t 

peint2! Cie<Jo, para su t.inci6n t::on u:t.Hl C0011\.1sh~~ el t:t,isb.:. !;e procr~di0 

a t.rnmiferit' a papol de ni•xocelulosa. caYo sigue.: 

u} • ·- Se t"-?ft'Ojilran n.n r~JUlcldor. de t...ran!3(m:encü1 3 t1oj."l:f 

de papel filtJ~o ct~l # 40~ un;¡ hoja dl:• p.:ifJOCl Wh.:tt..rn.:1fl fi l y t .. na hoj~ 

du papel de rút.rocelulosa, t..c:x!cs <le 1·~ X 15 ::r.-i .. 't'...-.utiJi6n so rcnroj6 

una hoja de fibra scotch de 16 x 16 x:. o.<.:; cm. 

COIT() sigue: 

Hejilla dé pL~QtiC() 

Papel filtro ff 40 

Papel do nitr!X:eltJlos.a 

Gel ya c:orrido tllt:!c+roforGticnm:mtc 

t::n scc1uida se marca.ron el fr::c.nte ~lect.Lofcr~tico, 

inicio del gel separador, los extrerros y el siti.o en 

donde Ge t;'!DCOntraban los marcadores r!c peso rrolecular. 

ae c;alQC.ru:'on en seguida: 

2 hC>jas de papel fil tto J 40 

Fibra Scotch 

Rejilla de plW.ct:ico 

e) • - se !;erró y se coloc::ó en la .::ft1MJ:a de traru;fei:encia 

quroanao el CJül en el polo negativo y e.1 papel en el po~itivo. 

d) • - Se sorretí6 a una corriente de l 1\npcre por: 3 hOJ;as. 

e)~- 1\1 térmi.nc.i de la transf"ren<:::la se d~sa.:rm.5 el ºcasset~" 

y se cott.6 una tird '1~~ papel de nitro:::elulosa. del lado en que u·.:.i 

encontraban los llk'lrcado?;e!i de peso n1JlC"":'n1ar y ést:.c se procedi6 a 

surrergirlo en soluci6n de tlnt ... 'l r;hina-M3S-'!W<)en 20 úl n. 3'1. y ast 

OOsorvar el patr6n de proteín<:iz totah~s t..cans.f::erld.:m l44}. 
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11 .. - tnmunodc>t .. ~i6n: 

a).- E:l p...ipel de nitro:::elulosa, con las pr.otefr.:?S 

transferidas se sumerc;i6 on regulador de blcx1u1.-~ pot- 2 horas d 37° e y 

se cortaron t.iras de 0.3 cm ':l se guardaron un el :.cgulador a 4:• e 
h<'lS ta SU USO .. 

b) • - cada tiru ~;e ü1cul>6 con mL de cada uno d~ los 

sueros por analizar dilufdos en regulador. de blcqueo 1:50, pcr .?: 

horas a 37°c y después tc<l~ la ;:¡c-.;hc a 4°C. 

e).- Se Iav6 5 VC"Ces con PBS-'l'Wecm 20 al O.ti, 1 minuto 

cada vez ':l se incub6 con 2 mL de I(;G de cabra conjugada a peroxidasa

anti-innrunoglobulinas totah~s, dilu!.das 1: 1000 o:?n reguladcr de bloqueo, 

por espacio Ge 2 lloras a 37°c .. 

di .. - Se lavó 7 vec..-es con l'BS-'1\o.'f..:oen 20 al O.H. y 5 veces 

con PBS lX, w1 minuto cada vez .. Se ugreg6 entonces 2 mL del sustrato 

de per.oxlda~<" hasta ln ¡iparici6n de las b:lllJüs. Finaln~nte se detuvo 

la reacción enjuagando las tiras con agua destilada y se dejó secar 

para su an.!.ilisia. 

12.- Allá.lisis de resultados 

a).- Se determinaron los pesos rroleculares d<" las distintas 

proteínas de Klebsiella pneurroniae, calculando el Hf, tomando para 

~.6.Lú ld J:it.Ct::u:~ucia de los marcadores de peso rnolf...>eular: 

Distancia da la part;.u ~u~ior d~l gel a la banda protl!icd 

Distancia de lu parte superior del gel al frente del 
azul de bronnfenol 

b) .- Bl Rf se qraficó contra el .!99. del peso m:>lecular 

de cada proteína y se determinaron, interpolando en la curva, los 

pesos rroleculares de las prote!.nas reconocidas corro ant!genos por 

los sueros analizados. 
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R E ::.l 

Debido a que Ge roque..r.:·1a un m.....-:..d.to de r.ultivo simple y 

un inicio hacerlas crci..:::cr 0n 1redio E diseñado ociginalrn-:mte poc 

Voqel-nonner (451. No hubo ninguna dificultad para el crecimiento 

de la b:."lctecla, p::>c lo que se procedió a eliminar la sal c]e illOOnio 

sustituy~ndola estt..>qUiorrét.ricatmnte p::>r salet-t de !!O..ii•:> y potasio 

con objet-..o de activar u la nitrogenasa. Para éste propósito y tom:indo 

en cuenta los requerinúcntos dn fierro y rrolibdeno para activar .:1 

la enzim.=t (36), se prcx::edi.6 a supletnmt.arlos quedando íinalrrente 

Por otrn lado, ya que se obtuvieron ba.lanceados los ll'l..."""-tios 

(EN con arronio corro fuente de nitr6g-eno y ES sin sales de nitr6geno) , 

se probaron las condicjones óptimo"ls dP.: crecimiento, para el caso 

del 1redio EN no huOO ninguna dificultad ~rque se desarrollo bien 

a J7~ e;.. (Fig. l), 11Ú.t:!UU.dt> yuc: t:.i. :1ú.1.lc.i W h~ que: prc?:;..J.rlc o. 37-;c 

con abrósfcru de co2 y N2 con rcsultadoo negativos, la mejor forrn-:i 

en la que se activ6 a la enzinu y por consecuencia el crecimiento 

b.Jcterlano fué a 2oc e, aunque el crecimlenw fu~ lenco, de 5 a 6 d!as 

Wig. 2), ade:rll<'ís en condicione!::! de microaerofilia, ya que se debe 

recordar que la nitrogenasa es muy sensible al oxigeno (33-34) .. 
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D.O. 
(540 nm 

0.6 

o:s 

o.o. 
(540 fUl 

o.s 

0.4 

0.3 

0.2· 

0.1 

Curva de crecimiento de 1.:i C<.!pa. 2:! en m~io El-J 

7 

F I G U R A 

10 tienpo (horas} 

{37°C) 

r.:urva de crecimiento de la cepa 22 en medio §§. 

~/ ____ __... 
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, 2.- DE'rE:RMlNACION DE LI\ ACTIV!DAO DE N1Wr:X:;EN.'\SA. 

Por la ~~ibilidad r~uerida, se preíirl6 utili?..a.i; 

el sistema df.>: detección de la act:lvidad de nitro;e1vsa reportado 

por SchCillhorn 141) ya que el .:\cetileno !?út: 1110Strar el mism::> tipo 

de. enlace qu~ el N2 a~sf~rico, nos pe.emite "engañar" a la f>.nzima, 

la cual lo reduce primero a etileJ:'°' etano y finaln-.mte a Il\<..!ti:l.nO. 

La determinación del etilcno pl."OC.'lucido es fácilrrente 

detectable por cromatografia de gases, esto es debido a que sus 

tienpos de retenc::i6n en la colunvia son diferentos fFi'J. 3). 

- 38 -



l-~lGURl\ 

Cromatograma (esquerra) para la dcterininaci6n de ace:ti lcno 

y etilcno corro producto de la em:ilra ni ttCYjen.,,sa 

(cepa 22) 

B 11. 

~ .J 
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 ;; s t 7 

'l'ientX> de retenci6n en ~egundos 

A :: J\cet.ileno 

B • Etileno 
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3.- ES:'I'ANOAkI?-AC"!ON DC t:ra:·n·l(J!-'ORCSlG rn GU..CS DB 

fQLIACIULJ\MIDA íSDS-PAGI!:) • 

Se est;i1lda.riz6 la técnic<l con bol$C! en ol m'5t:.c..:do reF<JrtacJo 

por Tor.-lbin (431, sin f:'!rrbargo ~e nodificó la prcpuraci6n del antígeno, 

ya que la m:mt::!ra tradicionul de prep.l.rarlo es utilü~ando un extracto 

Qe prot~!naa obtenido por rompintlonto dr:~ 1.:i buCb!dd 1-:ir ult:J::'abun.ido, 

seguido de diálisü> y ajuntando a una conccntraci6n espccUica de 

protc!nati.. Debido a que SB rt.'...-.iuerfa un c.."'t.racto proteínico lo tn:lS 

COJT?leto posible, se procedi6 a d.iscfur la m.me.ra de obtenerla, 

~sta form-l consisti6 en ajustar lu SU!:ipen~;lón bacteriana a una 

dt.?nsidad 6ptica y el paquete se trat6 con regulador de m..test.ra 2X 

el cu.:il contiene SDS que es un <l~t-.o:>rgcnctc y 2-1r~rcaptoer.anol que 

nos permite conpec puentes disulfuro de lus proteínas bacterianas 

al sumergirlCJs en agua hirviendo, además asf se leo d~ una carga 

negativa y de üsta rM.nera .se puede pensar que la p6rdidJ. de 

CO«¡)Onentes prote!nicos dF.! l.:i b.'lcteria es n~n<."lr. 

Se decidi6 utilizar a lfata cepa ya que rrostr6 una buena 

actividad de la em:irna nitrogcnasa. Esta cepa fué aislada de un 

caso de 5epticemia, por ello ol int.erés de su análisis 

('fablas I y I!) , 
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C01ro se obs\.!..r\.'e:t en la figu.r;-r.1 4, ha.¡.· unct rrcjor r!:!&OlUci6Íl 

ajustando la ::;uspensl6n bacterian.:.""' a una o.o. de o. ti. Be t.~.Hier.van, 

adem!is, diferencias bast.:lntt! chtrtls ~n los patrones elcct.rofoz:éticos 

para la mism.:l. cep..=1 croci<l<l bajo las dos condichmes de cultivo, 

ex.iste similitud t?n apro.xif~tdurrl!nW un 50% 2n cuanto al nüncro de 

prote1r.as, sin errbarqo aparPccn otras difurvntcs e incluso, .1Jgur'lñ.s 

prote!n¿¡s 1rn.1c~tt.'.ln Ullci mayor proporción. 

Por otro Vi.do, es oocprcndente qu~ en el sobre:kldante 

del modio ES., concentrudo L 000 vece3, no se observa ninguna p.rote!.n.a 

de excresi.6n (dato no rrosf""1"itdo) .. Por el contrario, en el nobrenacL'lllte 

del rrcdio 'EN, concentrado 200 veces, aparecen fwx1ament.aln:cnte dos 

protefuas, una de 46 k.Da y otr.:t de. 17 kua, estos peso.a nvl~ularcs 

fueron obten1':1os tom.Jndo corro base a los marcadores d" peso rrolec\.llar 

(Tabla lII y f'ig. 51, 
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ACTIVIDAD 

SIN J\CTIVIOAD 

AcrIVIDAO EN AMBOS Mf.:r>tos 

ACTIVIDl\!J soro r:N MEVlO (ES) 



T A B L A 

AIS!.J\."'IIDITO Y Df:fERMINAClOO DE NITRO:.:iEN.1\SA OF. lA.~ CEPAS 

AlSLADA.5 DE lNF'F..CCIDr-IE'S tN1.'MHOSPITALAfUAS 

CLAVE DEL 
LABORATORIO 

11 
12 
13 
15 
20 
21 
26 
29 
33 
34 
37 

3 
8 

25 
36 

4 
7 

K8 
K8r 
16 
17 
J.8 
19 
22 
23 
24 
27 

- 28 
32 
35 

f'UU..'TE DE A.ISL-\MIIl.'"1\1 

COP.RCCUIJl'lW 
PUS DE: VESICULA 
DESCOt>:JCIDA 

COPROCULTI\IO 
DESOJNOCIDA 
fIEU:X::ULTtvO 
PUNl'A DE CATE:l'ER 
UROCULTIVO 
PERl'I'OOFXl 
IIEMCCULT!\'O 
DESCONO:!IDA 
IIEMCCULTtvO 

PUNl'A DE CATETER 

·' 4: -

ACTIV!Dl\!l DE NITRCGEN"5A 
MEDIO (EN) MEOIO tESl 

+ 
+ 

- + 



E' I G U n. A 

SDS-P/l.Gl:; de Klebsiclla rnewroniac cepa 22 

45,000 

J6,000 

?.0,100 

MEDIOS= 

P.M • .., Marcadores do poso rrolecular 

8S 

sr-r ,, Sobr(!na.dante de crecimiento en mt ... -'dio EN 
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·r A B L A 

Marca<..toreo de 
peso rrolc-:::ular 

peso rrolccular lo::J10 del r.M- Rf 
{cm claltone:;;J 

f,lbúmina h:wiria 66,,000 4.8195 0.2301 
A lbCim.Um de huevo 45,000 4.6532 0.3590 
Gliceraldehido-3-fosfato 
dcshidrogenasa 

Anhidrasa carb5nica 

Tripsin6geno 

Inhl.bidor de tripsina 

Alfa-lactalbúmina 

loglO del P.M. 

5.0 

o.e 

0.6 

o.~ 

0.2 

4.0 

36,000 4.5563 0.4407 

29,000 .; • .:;(.;.:J o. 5707 

24,000 4.3803 0.6133 

20,100 4.3031 o. 7756 

14,200 4.1522 o. 9470 

AlbGmina bovina 

Albelmina de hu.?VO 

0.2 0.4 

FIGURA 

Gliceraldehido-3-fosfato <Jesh. 

0.6 

5 

1.idrasa carb6nica 

~~,~~•úyur¡.-, 
~1ibidor de tripsina 

~a-lactalb!ímina 

o.e 1.0 Rf 

RC'.?Cta de rrurcador:es de peso ·rrolecular en SDS-Pf\GE al 12% 
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fu~ .:tn.'iliz.n.r.;:ln 37 ,•1u1?r;o~~ r.llst.t:ibu!dos c~ro s~ rruest.r-a. 

en la tabla 1v. c.-on;1idcr¡1ndo ll\ pi-ese11cL'1 d1~1 11arcador. genl!tico llLA-1327. 

Se t:om:'Lrcn tnrrbi6n en C'W!llt."l .-i p.:ic..:ienti.~s cor\ ünfo.rn..:-dnd osporvJilitiCd 

(no est1in aún clar;j f1.c:a.do!1 crm i:~<':pon<li l itiu m1q\1ilosantc) con objeto 

de cbservar si <3..Xltitía un CClf1'FOt:t:•1m\.tm!:o nin~.lm:- .::il do los p.:icientes 

con El\. 

Corro se observa en la figi.LC.1 ú, no hubo nlnqun • .,,, diferencia 

en el reconocimiento de ~el la ~LUn:m1.i1_2. Ct!pa. ;>2 (...'J:"L'Cidn en irOO.io 

sin nitr63eno (ES) en los 37 SU(.!J:"OS nnall?.arlos. to misno so observa 

en el análisis del sobrcnadantc del cultivo r:N !Fi•J· 7). Sin ent>nrgo, 

001ro se mucotra muy clar.:inenre en la flgura e, algunoLJ sueros tnnto 

de sujetos sanos corro de pacientes, rL>eoooccn Cuurt.crnr.::i.nt:.e una protc1r~ 

de 50-55 kDa en el extracto de la bactP-rin ct:cc.lda en Ul'..'(lio con 

fuente de nitr6geno (El'tl. Este rxont;Ximí<mto lo t:n.:ili;~~'Ul )OH J7 

sueros analizados, pero en 14 de ellos {38%) lo hitcan flK!L"t(~lllt.u 

(.:;;.."Frcc:.:?do C'3!rO ++). De estos 14 suc.i:os, 12 de ello:; corn~1·1•)hdün 

a sujetos B27+ (5 El\, J EE y 4 aparentem:::mtt~ s-..musl y t.:m 50}0 ? 

(arrbos sanos) son B27- .. 

La tabla V muestra el rcconocimicnlo .Ju l.l prot~{nn 

50-55 kDa entre sanos. EE y EA. clasificados de acuerdo <'l su ltT_J\. 

el an~li5in estad1stico no muestra diferencia siqniíic<ltlva al IW?Ct~c 
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la corrparaci6n, en ottas prilAf.:ir.:Js, analizündo cuda p:lblación du .:i;cuer<lo 

a su 1U.J\ y conpa.nmdo EA-t:-:r::, FA-snnoa y r:E-sanos no ha diferencia 

est-..adístlcarronte tügnifi.cativa en r.>1 reco11ociruinnto (++) üe la 

prote1na. Sin embargo corro se IOUC!st.ra en la tabla VI, iil C011pai:.u:: 

el reconocimiento (fuertcm:mte) de dicha. prott;'i:na entre indlvf.duos 

HLA-D27+ y ltLA.-D27-, sin considerar que sean sanos o cmferrros, ae 

observa qua en este caso 1::3Í cxi~tc difl?renci.a estad!st.icrurentc 

signifJ.cativa por el an~J.isis de Xi2 • 
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'l'J\BLA lV 

SUEROS f, H 1\ L :~· Z A O O S 

Espondilitls ~"'lqtli losantc 

Enferrredil.d Espondilítica 

Aparentemente sanos 

HlJ\-B27+ 

T l\ .D L A V 

10 

REl:XJNCCIMl!MQ DE LA PROTElNl\ 50-55 kDa 

l:iU\-B~n+ 

Espondilitis anquilosante 
EnJ'eroedad espondl H t..J.ca 
Aparentcmante sanos 

lll.J\-B27-

Espondilit.is anquilosnnte 

Enfermedad espondilftica 

3 

4 

5 

o 
1\parentemente sanos 2 

a "" lUlr.'1.lisis eStadístico por ~ (~G) 

+ "' ncconoci.miento d~.bll 
++ "' Reconcx::imiento fuerte 

- .48 -

a 
p 

>O.OS 
>0.05 

>0.05 

>0.05 

Total 

10 

lB 



F l G U R A 

Reconocimlent;:o de protefnas ba.cterianc1s crecidas 

an rredio ES UE'f) • 

E A 1 J l A JI D S 

kl. ¡ ;·(· 1 

i 1 

.·-"· 

"., e 

r' d " 
~ -
~· ~' 

IC 

A y O B27+ 

e = n27-
o y ¡¡ = B27• 

F y 1..1 "" ü27-

H e I 02?+ 

J y K B27-

EA -= Espondili tis Anquilosante 

EE! = Enferm:aaa Espondilitica 
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E' l G U ~ .7J_ 

R.~!10Ci!"lient:o do protetna~ ..:~xc:.:-útadas por la bacteria 

crecidü. ~ .. n rn..-.cl.io EN ( rc:r) • 

1 A 1 E S AllO S 

·ü> 

!>);~,/''.¡ 

" •· ;-' A • e • 
A = B27+ 
i.l - 627-

e B27+ 

D D27-

e = B27· .. 

p D27-

El\ = Espondilitis Anquilosante 

E:;E = Enfenrodad Espondil!tica 
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PlCUR,\ 

;tt.,--co11oclmicnt.c:1 de pr-ot\::fn~:J luctc.1..-ianas crecidan 

1 A 

A 1 

llP<lh'I EH (TE'T) -

11 

e_ D E P O 

J\ y B = 027+ 

e = 021-
E y D • 027• 
F y G " ll27-
H e r = B27+. 

J y K = B27-

El\ "' Esponclilitis /\nquilosante 

E.TI ., Enfer1Md~d Espond.il itic.;t 
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T 1\ B L 11 V l 

Ra:XJNO::IMIENl'O DE PROTl·!INA. 50-55 k'Oa fl'trRF. tll.71.-B;?? 1 

Y HLA.-BíH- SIN CXlNSlDERJ\R hM'E.l"lME.!MO 

fll.A .. B~?-t 

HLA.-n.:n-
11 

12 

2 
significancia & "' 0.025>p>O,Ol 

;. ,. RecozlOC'imiento d~J.l 
++ == H.ec:onooimienl"".o fuerte 
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D 1 H C U S l o N 

E.n el prcuontc trill"\."'\jo !,le derrootr6 •]UO la presencia de 

la enzima nitrogenasa no es un evento e.xtrai\o, admtás se debo recordar 

1fl\)a todos los aialnmient:.ofi & m de or1qen intrahof;pü:alan.o. El m&Ludu 

para la rlet.erminaci6n de la activ!ddd de nit.t:ogenasa es nuy non!>iblo, 

se pudo haber util.lzado otro tipo de sust.cato coito en ar , pero 

el acetileno presenta menoo riesgo. 

r:n cuanto a la forra de preparar el antígeno, prescmta 

una. serio de vent.njas con respecto al método t:.cadicioi~l, Y•"' qUd 

ol nétodo irrpl.arrentado i:m éste trabajo presenta la ventaja Ce utilizar 

a lu bacteria inti1cta, por lo que Sú evita la sonicaci6n y el 

dializado que pudieran, de ulguna manera, alterar o pGrtler alguna 

prote.{nq que ft\era de intcrlls en el antillsis electrofor6tlco o en 

e i · reconocinJ.ento de los sueros e~ cuo.iaaot1 • 

' En cuanto .a las diferencias olectroforéticas para la mlsnu 

cepa crecida en los dos medios, no es de extrañarse, puasto que 

si se conside.L'a que al no existir n itr6gew.:J en el ITL~io y actiV<'\rsc 

por ésto lct crn::iukt niLi:u.3 ... n.tti<-1, su. cGt.in activ.Jndo vtrts JTY"t~bl".'Hic-0R 

alternas, pero a pesar. de &seo las diforanciaa ol(..'Ctrofoc6tican 

son extraordinarias. 
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En los ~obrenad.:.1nt:es, la pt·o'Ccf.n."l de ~6 kDa p.::.i.roce 

correlacion..1r con una p1;0L:cí11.:i ccnstitut:iv.:i dr.! :iguil.l [Y.!::50 noleCl.11.-:tr, 

mi1:mtras que la de 17 kD<."\ es U[Uf.'í.ml:e10.;ontc un verdadGro prc.x:hlcto 

de excresi6n, [.>OJ: lo qu~ He cGnshler6 par.-1 su unt'ilisi!.; tX>r 

inrnunoelecti:otransfcrcmciu. 

Se intentó dem::>strar que los pacicnt.os con EA y I::B tienen 

anticuerpos cmti-1~- pneun'Clni.:ie qu~ lofl dif.l'!I'eno1nn de lon indiv!.duos 

sano!>. Esto es debido a la cspvcificidad quB tuvi.~ran contra 

corrr,.,:,ncntcs de la bacteria com::> lo ha sido propuesto por el grupo 

de Ebringer {9,14-16). Sin embargo, el análinis de los sueros mediante 

la té:-cnica do :lnmunoolectrotransferencia { 11:7.r) muestra, en apariencia, 

que todon los sujetos cotudiadoo reconocen por igual a los corrpo1\f"'_ntes 

bacterianos d~ la cepa utilit.ada de K. pneurronla~, la cual, por 

, ser de origen septicihnico, se esperare que rrostrara algWla. 

Cc1.racLc.r!stica antig~";nica particular que pc>.r.rniticra observar 

difl?.rcncias.. A p:>:s.ir de no encontrilr prote!nas que fueran reconcx:::id:.."l.9 

s6lo por los enfet:rros, se pudo identificar una proteína de peso 

mlt;1<:Ular de 50-55 Y.Da en ln bacteria crecida en Tredio ro, la cual,fuí! 

recono::ida fuertcrrcnte p..:ir el 3B't. da los sueros. Es interesante,que 

u,;,l.ld i:u..:.or.,:;ci.'":'.irmtr:i ~61o fué observado para el extracto de l.:i bacteria 

crccid.:t en el rredio rn y no as~ en nedio ES. 

l\par.ente1TCnte el fuci:te reconocimiento de la protetna,de 

50-55 kOa no tcndrí.a ningún valoi:-, Yil que (>S reconocida igual p:>r 

algunos Gueros do pacientes y de sujetos sanos {testigos) .sin errbargo 
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se .debe consid..:ra.r que el ~studil-> .s¿ hizo en -pacicr.(..c~ HLA-827... y 

IIT.J\-927- {9 y l. resp....""".Ctivan.,.::nte) y ~ms familictres. muchos d¿ los 

cuales t:a.rrbi&l son B27-+ y aunque aparentc1rente son !3anor; no se descarta 

la Posibilid.:id de que muchos de ellos en un futuro puJ..i..~i.:an prese:nt.'\r 

alguna espondiloaJ.·t.rvPdtfa (J-8). IX!b.tdo a esta observación, se 

pre.firi6 anallzm· a los sujetos de ac.uardo a su Jll.J\. ccxn:::> B27• y B27-

sin considerar la presencia o ausencia de enfenoc.-->dad y es sorprendente 

que tan sólo el 1•1% f2/J.4) sujetos B27- pudioran reconcx::er a la 

protefr.i.a 50-55 kDa fuertemente, mi.ent-.ras que el 52% (12/23) s•1jetos 

B27+ lo hacen igualrrentc ftabla V!) • 

Ahora bién, Ja irrportancia de esa prot.e1na 50-55 kDa radica 

en qt."\e e~ prccisammte una de las proteínas que increroontan su 

concentraci6n al ha.::er crecer a K. eneurronic:?e en rredio sin fuente 

de nitr6geno (Figura 4) y si se toma en cuenta que cada rron&rero 

del Corrponente I de la nitrogellüsa pesa entre 50 y 60 k:Da, se puede 

entonces supcner que tan y cOlro lo propone Sc:hwirmbeck, Oldstone-, 

Yu y 0gft7~~...ra (16. 3l~. o:::..-;.lste un elevado titulo de anticu~ 

dirigidoS contra la en?.im:i nitrogcrt.1Sa d~ Klebsiella pneumoniae en 

pacientes EA-1327-+·. Hasta el tranento no se ha aclarado a C'l.l.§1 de los 

ccroponentE-a de la enzima. es que est.1n dirigidos estos anticuerpos, 

Poderros pensar entonces, con el presente estudio, que s! existen 

·tales anticueqx>~ es [X>t"" el mirretisrro rrolecular CY.istente entre la 

enzima nitrogen<Jsa (probablerrente el Corrponente l} y la rrol6cula 

Hf.J\-E:27 corro lo propone Ogazawctra. (31). 
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La espond:tlitis .anquilosante no es la 6.nica enfernr.xlad que 

se ha tratado de explicat.' m:x.Uantc un fenórreno dG: mimetismo rroleculax" 

virus 

la polio y el receptor de éiCetil-colina, la protc!rnJ. 2~ {p241 del 

virus de la irm'l..lno::ieficiencia humana {HJV) y una secuencia de la Le9H5n 

constante de la IgG, el virus clel SüJ.'.'~'i6n P3 y 1a cart.icuw:upin;l., 

en las cuales sti asercejan S~"Cucnci.tts hüst.:i d~ 6 a U .aminoScidoa (47). 

Pd.ra el caso de K. pneurroniae y espondiliUs atltJ•.úlo..o::;.ante, los 

aminoc'icidos se encuentran bie..11 idunt.if.icados y ésto se logr6 m:xti.ante 

el análisis de secuencias pot' CU!lputadora.. por lo titnto los tral:iajos 

enfocados al estudio de la respuesta i..nm..lne hurroral y celular en los 

pacientes han sido utilizando p:!ptidos sintéticos. sin encontrar hasta 

el ffQrento ningún rep::>rte en el cual se utilice u la enzina en su 

forma natural 148 J • 

A pesar de §stas observaciones, el análisis da la bacteria 

crecici.1: en ncdio ES, no rruestra ninguna diferencia en el reconocimiento 

por parte de todos los sueros estudiados, lo qu~ nos hace suponer 

dos cosas: Primero; que quizá la enzima activada dUfre tma rtY.Xllficaci6n 

de tal forma que no existen diferenc.ia ~n el .i:o;A..'OllOC'imiento de ella 

W1to por los sujetos 82:7+ y 827- y por el contrario en su forma 

no activa s6lo los individuos 827+ la reconocen cuantitativarrente 

diferente, esto no sería extrafio si conaideranos que en el tracto 

digestivo la enzima se cmcontrarfa en su focuu no activa.4 Segundo: 

que ésta diferencjñ en el z:econocimiento probablerrente .sea en el 
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isotipo con el que l;:i,s individuos B27+ i;ecoru:..x:cn a la pi.-ot1Y{na. i)uiz5 

pudiera ser W'l fen6meno qu'2' involucre <:i la e.nzi11o;i no octJ.va y el 

isotipo con el que responden dichos i.ndividuos. Est:.a!il observaciones 

se basan tarrbi&t en el he..:ho de que los pacientes con EA nuer.tran 

un elevado t.!.tulo de anticuerpos de clas{? T<JA {23-27). Por lo tanto 

se propone un futuro estudio que an.-:tl!ce el isotipo de anticuerpos 

que estfu'i. rt.""'CCnociendo a la prote.ú1a 50-55 kDa da Klcbsiclla pneum:miae 

y.:i que el .,::int:isuero ut..ili;;.J.do L1l .::!stl.:! trGt.DaJO, rL'(;onoce a los trc..a 

isotipos de i..nmunoglobulinas (IgG, IgM e IgA). 

El estudio del sobrenadant<: de cultivo ~e realiz6 con el 

objeto de demostrar si existen, en los pa.cienten, anticuerpos contra 

el "factor ro:xlif.i.cante" liberado en el rrL'\:Uo que ha sido i:cportado 

Por el grupo de c...._"'CZy (36-40). con la matodolO.J~ñ utilizada en &ta 

trabajo no se logr6 encontrar ~ta diferencia, proba:blerrente tarrbit§n 

sean diferencias en el is0tipo de, innunoglobulina, pero atín con los 

resultados obtenidos no se puede descartñ.r la pasibilidad de que 

ésta prote!na ( 17 knaJ pudiera m:x:lificar a la rrolécula B27, para 

esto se requieren hacer estudios de búsqueda de antiC1lf'.!t"IY'"'l f'ij:?dorc:; 

_ d~l coopleirento para las c6lulas, rrodificadas ¡xJr el sobrenadante, 

de pacientes FJ\. y testigos tanto B.27+ corro 827-. 

Aungue no se puede concluir si la diferencia en el 

reconocimiento es contra la. nitrogcnasa, ncnos flCin si es contra el 

rron6mero del C~nente I de la enzima no activa, se pcop::me, por 
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lo ta.nto, alslar a la enz.inu en GUS forero.u <lCtiva }' no actiw~ y Ct.m 

ést..l.s proteínas purJficadas, detnrmi11',1,t" s.i t~xiot:en diferencius no 

solo en el reconocimiento cualitativo .::>ino cuantitativo. Finalm::!ntc, 

cabe rncncioru-Jr que se dcl.-..en .t"t~alizür e~tudio!j para determinar si 

éstos anticuerpos son fijadorc5 d~l i.::o.iuplcwr.mto y detenrúnar, de 

6sta m,;u)P..ra, la presenci.:1 de ~stos que rE.-collocen, por- mirrutisrro 

rrolecular entre nitrogen..l.Sa y HIA-B27, a la rroléculü en ).J. sup·-)rfir;i~ 

celular y si la presencia de éstos anticuel'.lX'S se deben a la diferente 

pre5cnt.aci6n antigénica de la nitrogenusa (prolxlblcmmtc no activa) 

por parte de los sujetos con el marc.:-idot: ge.nátioo Ht.A.-B27. 
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ESTA 
SALIR 

CONC[.USlONES 

TESIS 
DE U 

no nEJt 
BIBUanc1 

1.- Se log-raron dise.i\ar 1.-..."'dios d•:! cultivo, lll:lres de protoinus 

~a el estudio de los productos de e.xcresi6n de _t{lebsiella pneu."ll:)nla~ .. 

2.- Se derrostr6 lü. presencia da la enzima nitrogenasa en 

la mayort:a de lo!:l alslamientcs de infecciones intz:ahospitalarias, 

por lo tanto pan..>cc ser que la presencia de la nitroqenasa no es 

un evento extrañó. 

3. - Se idc6 una forma diferente para analizar extractos 

proteI'..rdcos totales de bacterias, lo que uuy probablerre:nte rrcjora 

el irét:odo tradicioll<:il de cbt1..~nci6n. 

4. - Se demost.ró la p1:cscncia, en la cepa analizada, de 

dos proteínas en el sobrenadante del cultivo con fuente ·de nitr6geno, 

de las cuales:, al irenos una de ellas, la de 17 kDa es lU1 verdüdero 

producto de excresi6n. 

- 59 -



5-- Se demostr6 que e_xiste diferc11cia en el n. .. ~0<1.:x::imiento 

Ól~ una protctna <le 50-55 kD3 de Klebsf._~lla pn("nrronifl_!.:_ l·:recida e.n 

medio Con fuente de nitr6gcnot e..1t.re sujetoD ltt...r\-1327+ y HIJ\-1327-. 

6. - Aunque no se puede con:: le.ir si Klebsiel la pneurroniae 

es un agente involucrado en la etiopato;;~esis d1..~ la cs¡xmd.ilitis 

anquilosante, s1 se puede afirmar que exis~ una tend~ncia a. reconocer 

de una mane.ra diferente a un co1rponc.nte de- la bacteria y que hace 

falta, por lo tanto, an<llizar rtás casos y utilizar testigos de la 

pobluc.i6n abierta, as! cono individuos m.Jl.-1327 t- sin antecedentes 

familiares de enferm....->dades re\lJ\É.ticas~ 
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