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RESUNEN

Pseudomouas aeruginosa, es un microorganisme con un amplio
potencials enzlmético, productor de toxinas y exopolisacéridos de

superficie. Estos componantes estin involucrados en los mecanismos
de patogenicidad de la bacteria, particularmente en paclentes
inmunocomprometides, como es el enfermo con fibrosis quistica.

Diferentes autores han referido la Accién de fnmunoglobulinas

hacia productos extracelulares de P. aeruginosa como un mecanismo
izportante de defeonsa contra 6ste agente colonizante. El objetivo

de éste trabajo fue identificar anticuaerpos antiproteasas con
actividades especificas para las proteasas de P, aerugincsa
asﬁciada a complicaciones de la fibrosis quistica. La metodologia
empleada permiti6é el aislamiento de 1la bacteria a partir de,
expectoracién de pacientes con fibrosis quistica y la
identificacion se hizo con base en la morfologia colonial, pruebas
bioquimicas y produccltn de proteasas, Se obtuvieron las proteasas
a partir de la cristalizacibn mediante el criterio de Morihara y

la posterior separacién por cromatograffia de intercambio ifinico.

Se estudiaron 6 cepas de F,aeruginosa seleccionadas al azar, las

cualas fuaron procecadas on conjunto con la copa  testigo, para

determinar y alslar el material con actividad proteclitica, por la
técnica antes mencionada, Dos de las cepas estudiadas presentaron
alta actividad para la elastasa o proteasa semialcalina. Todas
las wepas precentaron actividad en agar leche 'descrepada y agar

#lastina,  la  proteasa, obtenida a partir de las cepaz mejores
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productoras de la enzima, fue utilizada como antigeno para la
técnica de ELISA,la cual se wutilizd para la determinacién de
anticuerpos antiproteasa en suero de 24 pacientes con fibrosis
quistica . Los resultados revelados con un conjugado anti IgG
humana acoplado a peroxidasa, mnstraron que de los sueros de
paclentes con fibrosis quistica el 45.83 % tuve reacién positiva
a una dilucitn de 1:1000, 25 % a una diluci6n de 1:100, 20.83 % a
una dilucién de 1:10 y un 8.34 % result6 negativo. De los testigos

negativos, stlo el 4 % reacciond a una diluci6n de 1:10.



INTRODUCC10N
La fibrosis quistica mis que una enfermedad, es un sindrome y se
conoce como "la gran simuladora” por sus variadas formas de
precsentacitn. La literatura popular medieval de Alemania, describe
una relacidn entre la piel con sabor a sal y la nuerte precoz de
nifios. La descripci6n del sindrome fue realizada por primera vez
en el afio 1936, por Fanconi, quien public6 que 1la insuficiencia
pancredtica exb6ecrina, en la infancia precoz, estaba asociada a
graves sintomas del tracto digestivo y respiratorio. Dos aflos
desputs Dorothy Anderzen describif el sindrome como una entidad
separadas y lo denomin6 fibrosis quistica del péncreas. Faber, en
1844, observ6 una viscozidad de las secreciaones en los canductas
glandulares y en los acinos de muchos 6rganos, tales como el tubo
digestivo, sistema biliar y sistema respiratorio. Un afio después

le di6 el nombre de mucoviscidosis (6, 7, 37).

La fibrosis quistica es una enfermedad sistémica hereditaria que
involucra las glé&ndulas exGerinas del organismo, principalmente el
pancreas, tubo digestivo y aparato respiratorio, aunque también
afacta glindulas salivales y sudoriparas; promoviendo la
produccitn de secreciones viscosas anormales que pueden conducir a
nnerosas complicaciones como neumopatfias crénicas, insuficiencla
pancreatica, elevacién de electrolitos en sudar y ocasionalmente

cirrosis hepatica (£-10,37)

La fibresis quistica fue considerada {inicialmente como una
enfe: medad de mortalldad pediftrica, sin  embargo, en la

actuslidad, se ha observado que aumenta el nGmero de pacientes que



sobreviven y son diagnfsticados en edad adulta (2-5, 19, 37,

La 1incidencia de ésta patologia en 1los Estados Unidos de
Norte América se ha estimado en 1:2000 recién nacidos vivos de la
raza caucdsica, mientras que en la raza negra americana, la

incidencia es menor [ Tabla 11 (6, 11, 14, 15, 37).

Hasta hace unos afios se crefa que en México esta enfermedad era
rara pero actualmente, existe en el pafs una sociedad llamada
Asociacitbn de Fibrosis Quistica que en colaboraci6n con centros
hospitalarios como el Instituto Nacional de Pediatria y el
Hospital Infantil de México, proporcionan nuevos datos sabre
el padecimiento (16- 19)., En el Instituto Nacional de Pediatria,
durante 10 afios, se realizaron 3200 autfipsias pedidtricas, de

las cuales, se report6 0.98 % de mucaviscidosis (2, 16).

La ‘falta de conocimiento, la patologfia interrecurrente y las
condiciones socloeconbmicas, asf como la temprana mortalldad de
los nifios afectados, son probablemente las razones de su escasa
identificacitn en latinoamérica (17, 18, 20). No hay predominio de
sexo, afecta por igual a heombres y mujeres. La edad es variable y
sus manifestaciones pueden ser antes o desde el nacimiento,

durante el primer afio de edad o presentarse en edades posteriores.

La fibrosis quistica es transmitida en forma autosémica recesiva.
Se desconoce la ubicacifin cromos6mica exacta del gen afectado vy
s6lo se sabe que los cromoseomas son morfoléglcamonte normales

(21-28,37). Desafortunadamente el gen anormal de la flibrosis



quistica s nuy estable y ec poco probable gue desaparezca del
cromosoma, permaneciendo como una amenaza de generacidn en

generacitn (G},

Los pacientes heterocigoticoz o portadores del gen afectado son

asintomfticos, aunque sefialan anomalias quimicas en sus  liquidos

corporales (7, 8, 28).

La composicifn. quimica de las eecreciones de las glandulas es
anormal. Las secreciones son espesas y obstruyen los conductos de
diversos 6rganos, llevandoe en la mayor parte de los cascs a
enfermedad pulmonar ohstructiva crénica, . insuficiencia
pancredtica, con menor frecuencla cirrosis hepitica, obstruccidn
intestinales, alteracitn a nivel de senos paranasales, cuello
uterino y quizids del aparato genital masculino. La excesiva
viscosidad de las secreciones es posiblemente la causa de estos
eventos obstiructivos, atribuyendose en f{orma secundaria a ia
escases de 1liquido quo lleva a una alteracitn en la conecentracién
. de electrolitos, la presencia de constituyentes orgénicos
anormales y alteraciones en el control auténoms del proceso

secretorio (3, 29, 30, 33, 38, 47>.

la flbrosis quistica puede empezar temprano en la vida fetal, con
una gestacidn de duracifn normal y un pesoc pramedioc al nacimiento

ligeramente disminuido (21, 22),

En general la enfermedad no se maniffesta antes del nacimiento,

aunque en casos donde hay procesos pakol6gleos como {loo meconial,
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vélvulos y atresia intestinal, el feto continua su vida
i{ntrauterina normalmente. Por lo que la fibrosis quistica es una
enfermedad de la vida posnatal, sin embargo algunos cambios
patolSgicos y manifestaciones pueden estar presentes desde el
v nacimiento y 1llevar incluso a la muerte, como 1lo seflalamos

anteriormante (37).

La fibrosis quistica es una condicifin compleja que resulta en
anormalidades a nivel pancreitico, gastrointestinal, hepético,
respiratoric y genital. Se manifiesta en diferentes edades y
grados. La triada de 1la {insuficlencia pancredtica, enfermedad
pulmonar obstructiva y pruebas del sudor positivo, han sido bien
reconocidos, como elementos diagntsticos para ésta enfermedad (16,

18, 28-32, 37).

La afeccifn pancredtica radica en la obstruccitn del drenaje de
las enzimas pancrefticas hacia el duodeno, lo que dificulta 1la
digesti6tn y absorcitn de proteinas, vitaminas y lipidos, dando
lugar a una distenci6n abdominal y flatulencia, acompafiada de
evacuaciones abundantes, fétidas, grasosas y espumosas (37, 38,
47, 48). El paciente a pesar del aporte adecuado de calorias,
presenta desnutrici6n y retraso en el crecimiento; asimisno, una
deficiencia en la absorcién de vitaminas 1liposolubles, con 1los
correspondientes sintomas carencialesz para cada una de ellas (34,

35, 3M.

Los problemas gastrointestinales varian de leves a severos. La

manifostacién  temprana es el fleo meconial y la tardia la
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obatruceibn Intestinal. El fleo meconial ocurre en 7 y 296 %. de
reclén nacidoz con fibrosis quistica, siendo la causa de
obstruccibn miz frecuente en éstoz. Esta lesitn obstructiva
generalmente se presenta a nivel de las vilvulas fleo-cecal y es
producida por el espesamiento del meconio. La sospecha de fleo
maconial me establece entre las 24 y 43 h de vida, cuando el
paciente presenta distenci6n abdominal, vbmito y ausencia de

deposiciones (28, 37-39).

La enfermedad pulmonar asoclada a fibrosis quistica fue reconocida
desde 1038, cuando se habld por primera vez de 3su naturaleza
obstructiva (30-33, 40, 42, 42). Si blen los pulmones son normales
en el reclén naclido, la lesi6n se torna severa y progresiva en el
periodo posnatal; siendo el defecto mis tempranc la elaboracifn de
moco viscogo que lleva la obstruccién total o parcial de
bronquiclos. El éurso de la enfermcdad pulmonar es variable,
dependiendo del tratamiento. Algunos pacientes s6lo presentan tos
o tienen un curso asintomftico, mientras que otros, llegan a
desarrollar enfermedad pulmonar abstructiva crénica. Asf, la
enfermedad pulmonar aparece semanas, meses o afios después del
nacimiento (16, 34, 44, 45, 73, 80). El sintoma m&s prominente y
constante que sugiere el compromiso pulmonar es la tos, que al
principio es seca, pero a medida que se presentan infecciones
respiratorias recurrentes, la tos se hace productiva, crénica y
paroxistica semcjante a inducida por Bordetella pertussis (38, 73,

74).



La mucosa pulmonar de estos pacientes se cnloniza facilmente con
microorganismos oportunistas. Hace algunos afios, el microorganismo
mids aislado era Staphylococcus aureus, seguldo de P.aeruginosa,

Haemophilug influenzae, Proteus sp, Escherichia celi, Candida sp,

sin embargo, filtimamente P.auregingsa ha sido reportado con mis
frecuencia que S.aureus, quizas debido al incremente en su

resistencia a antimicrobianos (33, 44, 46,73, 74, 113).

En paclentes con fibrosis quistica Pseudomonas aeruginosa, es el
nicoroorganismo miAs asoclado a complicaciones y a la nortalidad;
aunque se cuestiona su papel en el dafio pulmonar que se presenta,
ya que, en algunos casos es un contaminante transitorio. Este
microorganismo tiene 1la capacidad de desarrollarse en diferentes
ambientes y la temperatura corporal le permite un facil
crecimiento y forma microcolonias, cuya caracteristica fundamental
en pacientes con fibrosis quistica es su consistencia altamente
mucoide, 1lo cual dificulta la limpleza de vias respiratorias e
incrementa la viscosidad de las secreciones bronquiales. Bajo
estas condiciones el microorganismo, puede elaborar una serie de
productos entre leos cuales algunos manifiestan un efecto
ciliot6xico, que interfiere afin mis con la limpieza de esta zona.
También se ha demostrado la participacifn de toxinas y exocenzimas
con actividad proteolftica, comoc importantes factores de dafio en

el paciente (64, 73, 74, 80, 113),

El género Pseuvdomonas pertenece a la famllia Pseudononadaceae.
cuyas caracteristicas son: baclilos gramnegativos, mbviles con

flagelos polares, aerobios estrictos, no presentan metabolismo
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fermantativo, uttlizan el oxigeno como aceptor final de alectrones
y bajo ciertas circunstancias crecen en anaerobiosis en presencia
de nitratg y arginina, los cuales son utilizados como aceptor
final de electrones. Son quimlorganotr6ficos y capaces de usar un
cumpuesto orgénico con un solo carbono como fuente de energia. Son
catalaza y oxidasa positivos y presentan una relaci6n G-C del DNA
de 58-71 %. Peeudomonas no son exigentes en cuanto a su
raquerimiento nutricicnal, crecen en temperaturas de 4 hasta 43 °C
con un pH optimo de 7.0 a 8.5 en una variedad de medios, algunas
especies producen &cidos a partir de la oxidacifn de alcoholes y
aldoszas, especialmente si se encuentran en concentraciones altas,
pueden acurular poli B-hidroxibutirato como reserva intracelular,

bajo condiciones de privacion de nitr6geno (53, 58, 59).

La pigmentaci6n de algunas wgpeclies de Pseudomonas es muy
caracter{stica y se han usado medios ezpeciales para evidenciar o
incrementar la produccién de pigmentos. Entre los pigmentos
tenemos: la pteridina que es hidrosoluble, fluorescente, pudiendo
observarse en una gran variedad de medios de cultivo, pero
particularmente aquellos coun bajo contenido de hierro; la fenacina
conocida como piocianina, que es de color azul, amarillo 6 verde,
se sintetiza por la via de los aminoicidos aromfticos; finalmente
los pigmentos carotencides, pueden ser producidos en 4 especies

{an definidas, a saber: P,vasicularis, P.pendocina, P.flava y

P.palleroni 50,

La especie mis importante desde el punto de vista clfnico es

E.aeruzin .

La pared celular de P.aperuginosa estA formado por
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diferentes capas que son: la membrana citoplasmitica, el espacio

periplésmica, la capa de mucopéptido y membrana externa.

La membrana citoplasmitica est& compuesta de wuna bicapa de
fosfolipidos y proteinas. El fozfolfpido mis abundante as la
fosfatidil-etanolamina y la funci6én de la membrana citoplasmética
es la del transporte activo, fosforilacidn oxidativa, sintesis de
pequefios polimeros de aminodcidos, replicaci®n del DNA, asi como

llevar a cabo un gran nGmero de reacciones enzimiticas (54, 57).

En el espacio periplésmico se encuentra una variedad de enzimas,
como las degradativas, por ejemplo la beta-lactamasa, acetilasa,
adenilasa y fosforilasas qué son producidas en la membrana
citoplasmAtica. El espacio peripldsmico contiene ademAs un ntGmero
variable de proteinas de uni6n, asociadas con el transporte de

aminoAcidos y otros nutrimentos (54, 56).

El mucopéptido estd constituido por 2 azGcares aminados, el
N-acetilglucosamina y el N-acetilmuré&mico que se encuentran unidos
por enlaces B 1-4. La dureza y rigidez de éste peptidoglicano se
debe en parte a los enlaces glucosidicos. La pared celular da a la
bacteria, forma y rigidez meclnica, ya que su pérdida, causa
formacitn de esferoplastos el cual presenta inestabilidad osmbtica

(53, 54, 55>,

La membrana externa estA& constituida por fosfolipidos, protefnas y
un lipopolisacérido de mayor densidad que el resto de los

componentes de dicha membrana. Contiene dos componentes proteicos



mayores, unn deslgnado como proteina A y el otro como protefna B,
los cuales funcionan como enzimas en la sintesis del

lipopolisacarido (54).

La capa mis externa, también conocida como glicoc&lix o falsa
cépsula, esta constituida de lipopolisacéridos, cuya funcifn es
adherirse a las c«é&lulas eucaritticas o de bacterias, estas
uniones, pueden establecerse por la atracci6n de glicoproteinas de
tipo de lectinas, asi como por cationes divalentes que existen en
2l medio ambiente. El glicocllix posee las caracteristicas de un
factor de virulencia, act@a como un anti{geno protector, resiste a
1a fagocitosis por macr6fagos .y polimorfonucleares y tiene
actividad toxica sobre leucocitos y macr6fagos. P.aeruginosa
praduce también un exopolisachrido mucoide (MEP) llamado alginato,
por su similitud quimica con el 4cido alginico que es producido
por las variedades mucoides. Este exopolisacérido interviena en la
adherencia de la bacteria a las células traqueales, uniendose a la
mucina, producida en abundancia en pacientes con {ibrosis quistica

70, 76, 90, 105, 108, 109, 116,

P.aeruginosa es un microorganismo con un amplic potencial
enzimitico, productor de toxinas y exopolisaciridos de superficie,
cuya participacién en la patogenicidad de 1la bacteria ha stido
ampliamente fundamentada. Entre sus factores de virulencia se
encuentran productns extracelulares como: hemolisinas, leclﬁlnusa.
toxina letal A, excenzima S, elastasa, gelugtnasa. lipasa, DNasa,
coagulasa, fibrinolizina y otras proteasas. Ademfs presenta una

endntoxlna gue parece ser poco relevante en la patugenln'de este
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nmicroorganismo. De estos componentes las enzimas proteoliticas se

destacan por su importancia ¢ 61, &3-67, 71, 74, 78, 99).

La produccitn de enzimas protepliticas por P.aeruginosa se
favorece en medios que contienen glucosa y su actividad aumenta en
presencia de 4&cido 1lactica, el cual tiende a acumularce en los

tajidos infectados o dafiados (71, 72, 113).

La bacteria produce tres tipos de proteasas: la proteasa neutra I,
la proteasa semialcalina Il (elastasa) y la proteasa alcalina III;
activas a diferentes pH: pH 6.5 para la fraccit6n I, pH 8.0 para la

fraccitn Il y pH 10 para la fracci6n III (723,

Las cepas elastasa positivas producen dos proteasas que son las
fracciones Il y Ill (elastasa y proteasa alcalina). Las cepas
elastasa negativas producen una wola proteasa, la alcalina que
correspande a la fraceién 111, La prutéasa neutra es producida
tanto por cepas elastasa positivas como elastasa negativas; aunque
la actividad de esta proteasa considerada insignificante (113,

114, 124>,

La proteasa semlalcalina o fraccion Il difiere de las otras porque
posee ademAs actividad elastolitica, pudiendo destruir las fibras
elisticas de los vasos sanguineos, causando hemorraglas severas en
diferentas partes del organismo, como pleura y diafragma. La
proteasa alcalina fraccidén III, no muestra ninguna actividad
elastol(tica y es dependlente de calclo y algunos metales pesados

(113, 114).
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Cuando se inocula a nivel experimental proteasa alcalina y
elastasa por via intraperitoneal, (intravenosa, intraplaural e
intranasal se observan hemorragias en pleura, diafragma, peritoneo
y mucosa del tracto 1intestinal. En la piel causa lesiones
ulcerativas y hemorragias en el tejido subcuténeo y lesicnes
semejantes a gangrena en asa ligada del intestino. Estas proteasas
causan inflamaci6én y atrofia de 1los plexos de Awerbach vy
hemorragia en los capilares de submucosas (79, 80, 99>, En la
cbrnea,estas enzimas son responsables de la opacidad y formacién

dae filceras, necrosis y destrucclén total (100, 115).

Las proteasas semialcalina y alcalina difieren en su peso
molecular 39000 y 48000 respectivamente, especificidad, punto
isceléctrico y pH 6ptimo, Ambas son metal-proteasas,

inmunolégicamente distintas (68, 75, 77, 82, 83, 84>

Estudios realizados envpacientes con fibrosis quistica infectados
por P, aerugingsa, muestran que las proteasas contribuyen a la
persistencia del microorganismo, alterando el sistema {nmunolégice

del hospedero de varias maneras (94, 96).

1.— Actuan rompiendo algunos componentes del complemento come C3,
también Cl, C5 y CO (72, 73, 78, 91, 93, 94, @6, 107).

2.~ Tienen accién sobre las inmunoglobulinas presentes en las
secreciones bronquiales como la IgA secretoria y la IgG (73,
78, 96, 105, 111>.

3.~ Interfieren en la accién fagncitica de los polimorfonucleares



por inhibicidn de la quimiotaxis (62, 78, 94, 125),

Por lo tanto, la actividad de las proteasas, particularmente la
semialcalina y 1la alcalina, constituye, de cierto wmodo, un
indicador de iﬂfecciﬁn. La detecci6n de la respuesta del hospedero
frente a la presencia de ostas enzlmas puede ser usada en el
diagnGstico y pron6stico del sindrome de {ibrosis quistica

asociado a P, aseruginosa.



PLANTEANIENTO_DEL _PROBLINA

La causa mis frecuente de complicaciones y de mortalidad en
pacientes con flbrosis quistica es la infeccibn pulmanar,
principalmente, por P.aeruginosa. La cual una vez establecida es

dificil da erradicar, a prsar de la terapia administrada (73).

En la actualidad, no existen medidas especificas para detener la
severidad y el progreso de la infeccifn en estadios iniciales. La
.uctividud proteolftica de estas bacterias favarece su invasividad,
qua =me puede poner de manifiesto, a través de la deteccifn de la
propla bacteria, de sus productos o de inmunoglobulinas

especificas contra é&stos elementos (69, 71, 72, 74, 80, 84, 123,



HIPOTESIS DE_TRABAJO

La

determinaci6n de anticuerpos antiproteaza en paclentes con

fibrosis quistica, permite «l diagnostico mis certero de una

patologia por P.aeruginosa asociado a esta enfermedad.

OBJETIVOS

1.- GENERALES

Determinar anticuerpos antiproteasa en paclentes con fibrosis

quistica.

2.~ PARTICULARES

2.1. Alslar e identificar P.aeruginosa a partir de expectoraci6n,

obtenida de pacientes con fibrosis quistica.

Determinar la produccifn de exoenzimas por cepas de
P.aeruginnsa aisladas de expectaracién.
Cristalizar y purificar la proteasa de P.aerugingsa para
utilizarla comoc antigeno
Determinar la presencia de anticuerpos antiproteasa por la
técnica de ELISA en sueros de pacientes con fibrosis

quistica.



MATERIALES Y METODGS

RATERIALES

1.~ INDIVIDUOS ESTUDIADQOS

Se trabaj6é con 19 paclentes con diagn6stico clinico de fibrosis
quistica, del Instituto Naclional de Pediatria, cuyos datos
generales se encuentran en la tabla 2. Velnticinco individuos

sanos fungieron como testigos en las diferentes pruebas.
2.~ CEPA TEST!GO

Se emplet P,aeruginosa ATCC 27853, pertenecliente al cepario del

Dapartamento de Ecologia Humana.
3.- MEDIOS DE CULTIVO

al) Medios para transporte.-
Caldo nutritivo (Difco).

Caldo BHI (Difco}

» Med{os para alslamiento.-
Agar Mac Conkey (Mercio
Agar Pseudomonas (Difco).
Agar Mueller Hinton (Merck) complemantado con 5 % de sangre

de carnero.
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Agar leche descremada (Merck).

Medios para identificacién bioquimica, ~
Agar Kliger (Merck)

Medio de citrato de Simmons (BBL).

Medio de nitratas (Difcol.

Medio de urea de Christensen (Merck).
Medio de SIM (BBL).

Base oxidacién fermentacién (O/F) (BBL).

Base descarboxilasa de Moeller (BBL).

Adiciones. -

&

Carbohidratos: glucosa, maltosa y xilosa (Merck )
L-aminofcidos al 1 % para descarboxilasa base de Moeller:

lisina, ornitina y arginina.

Medios para determinar perfil enzimitico.-
Medio para determinar la actividad de la desoxiribonucleasa:

agar DNasa (BBL).

Medio para abservar la producci6n de hemolisina: agar base
(Merck),complementado con sangre de carnero al 5%.
Medio para observar la lecitinasa: agar base (Merck), yema de

huevo y soluci6n salina isoténica en proparcifn de 1:9.

Medio para determinar lipasa: base agar complementado con

tween 80,

Medio para determinar la produccitn de proteasas: agar leche

dascremada (Merck).



Medio de produccitn de elastasa: agar elastina (Sigmad.

Medio para determinacién de colagenasa: gelatina nut
(Merck).
Medio  para la  determinacion de {ibrinolisina:

citratado y Ca Cl. al 0,25%.

£ Nedio semisintético para la produccién de la proteasza.-
3

Glucosa 7 % Difco
(FHo) = HPO. I J.T. Backer
¥a.HPO,. 12 H.0 0.5 % J,T.Backer
Extracto de levadura 2 % Difeco

Ca CO, 2.5 % J.T.Backer
K H.PO. 0.2 % J.T.Backer

Mg S0, 0.05 % Merck

ritiva

plasma
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WHTODOS
1.- TOMA DE_MUESTRA

De los paclentes con fibrosis quistica, ce tomaron muestras de
esputo en frascos estériles y se trasladaron al laboratorio para
su procesamiento.

2.- AISLAMIENTO DEL_MICROORGANISKO

La siembra de 1los nismos, se reallzéd en los medios antes
referidos, efectuando un estriado con el asa bacteriolfigica con el

fin de lograr el aislamiento adecuado de las colonias.

La incubacién se llevf a cabo durante 18 a 24 h a 35-37-C de.

temperatura.

3.~ IDENTIFICACION BIOQUIMICA

Las colonias lactosa negativas, se sembraron en el medio de Kliger
y se incubaron a 37 °C por 24 h. BSe selecclonaron aquéllas
colonias que respondieron negativamente a las pruebas

caracteristicas del Kligler

Se realizaron otra serie de pruebas bloquimicas cono: la
prueba del SIM y utili{zacién del citrato; deternmlnacidn de O/F de
la glucosa, maltosa y xilosa; creclmiento en agar S8; crecimiento

on BHI o 42°C; produccién de L-arginina dehidrolasa, L-lisina



21

descarboxllasa, L-ornitina deccarbozilaza y oxidasa.
4,- DETERMINACIéﬁ DEL_PERFIL_ENZIMATICO

Las cepas de P.aeruginosa fueron sembradas en 3 ml de caldo
nutritive y se lncubaron durante 4-6 h a 37 °C en agltacitn. Luego
se inoculé cada cepa en agar DNasa, el cual fue incubado a 37 °C
durante 24 h. Al término de la incubacibn, se afiadieron unas gotas
de &cido clorhidrico al 10 % para revelar la presencia de DNasa,
la cual se evidencit por la presencia de un halo de decoloracifin

del medio, alrededor de la colonia.

Para la determinacitn de fibrinolisina, se emplearon 0.5 ml de
plasma citratado, al cual se le afladieron 5 gotas de CaCl. al 0.25
%, la mezcla fue incubada por 10 nin a 37 °C, para favorecer la
formaci6n de cofigulo. Una vez formado éste, se afiadieron 0.5 ml de
un cultivo en BHl o caldo nutritive de la cepa a estudiar
Después de un periodo de incubacifn de 18 h a 37 °C, se observ6 la

destruccitn del coégulo.

Para la detarminacién de 1lipasa se empled un medic can el
detergente tween 80. El tiempo de incubacién para esta prueba fue
hasta 72 h a 37 °C. La presencia de la lipasa se observ6 cuando se

present6 una aureola turbia alrededor de la colonia.

La determinacitn de 1la capacidad para producir elastasa, se
efectud en agar elastina y el in6culo fue depositado, en pequefios

puzos de 4 mm de diametro. La incubacitn se efectud a 37 °C
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durante 24 a 72 h. El aclaramiento del medio de cultive alrededor

del pozo indict la presencia de elastasa.

Para 1la determinacién de 1la colagenasa, se utiliz6 gelatina
nutritiva. Se inocul6 la muestra en 0.5 ml del nredio de cultivo vy
se incub6 a 37 °C durante toda la noche, pasandoc posteriormente el
cultivo a la temperatura ambiente durante 5 dfas. Lla prueba

positiva se determinf por la licuefacci6n del sustrato.
’
S.- PRECIPITACION DE _LA_PROTEASA (113, 114).

Se sembr6é P.aeruginosa en 100 ml de medio semisintético. Se incubs
en agitacitn 130 rpm durante 4 dfas a 28 °C Dcépués de este
perfodo se centrifugd a 6000 rpm durante 20 min., Se separs el
sobrenadante y se saturd con (NH,). S04 a 0.6 gr/ml y se incubf
durante toda 1la noche a una temperatura de 4°C. Se centrifug6 a
5000 rpm durante 20 min., Se disolvié el precipitado, en 10 ml de
agua destilada. Se centrifugt a 5000 rpm durante 20 min. Se
determin6 la actividad proteolitica al precipitado, en agar leche
descremada. En seguida se recolecté el sobrenadante y se
reprecipit6 con (NH,).. SO. . Se incub6 toda la noche a 4 °C, Se
centrifugé para obtener el precipitado, el cual se disolvié en 10
ml de agua destilada y se afiadi6 acetona al 65 %. Se centrifugé a
5000 rpm durante 20 min y se disolvid el precipitado con
amortiguador de fosfatos pH 7.2, Se dializ6, contra el mismo
amortiguador. Se determind protefnas totales por el método de
Laowry y «ols <88), Por altimo, se determiné la actividad

proteolftica y se realiz6 cromatografia por intercambio 16nico.
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6.~ CROMATOGRAFIA DE_INTERCAMBIO IONICO (113, 114).

Se preparé una cclumna de 10 ml x 70 mm de DEAE Sephacel., Se lavé
la columna con Na OH y se equilibr6 con amortiguador de fosfAtos

pH 8. BSe coloc6 10 ml de proteina diluida en amortiguador de
fosfatos pH 7.2.

La velocidad de eluci6fn fue ajustada a 0.1 ml por min y el
volGmen de cada fraccién colectada fue de 2.5 ml. La elucitn de la

protefina se llevd a cabo sucesivamente :

Amortiguador de fosfatos 0.02 N (pH 8.0) tubos 1-10; que
corresponde a la fracci6n I.

Amortiguador de fosfatos 0.02 M (pH 7.0) tubos 11-20; que
corresponde a la fracci6n I.

FaCl 0.05 M en amortiguador 0.002 M (pH 7.0) tubos 21-30; que
corresponde a la fraccién II.

NaCl 0.10 M en amortiguador 0.002 M (pH 7.0) tubos 31-40; que
corresponde a la fraccitn II

¥aCl 0.15 M en amortiguador 0.002 X (pH 7.0> tubos 41-50; que
corresponde a la fracci6n II.

¥aCl 0.20 M en amortiguador ©0.002 M (pH 7.0) tubos 51-60; que
corres sponde a la fraccién IIIl.

NaCl 0.40 M en amortiguador 0.002 M (pH 7?.0) tubo 61-70; que

corresponde a la fracci6n III.

Los tubos recolectados fueron lefdos en un espectrofotfSmetro a 280



24
nm y se grafic la§ lecturas de densidad G6ptica (DO>. Una vez
recolectadas las fracciones, se determin6 actividad de proteasas
de las fracciones en agar leche descremada y agar elastina y

posteriormente se almacenaron a -70 °C.

,
7.- PURIFICACION DE LA FRACCION 11

La fracci6n 11, fue reprecipitada con sulfato de amonio. Después
de centrifugar a 5000 rpm durante 20 min, se recolectd el
precipitado y se disolvi6 en agua destilada. Se afladis al
sobrenadante nuevamente sulfato de amonic en saturacifn, hasta que
‘apareciera ligera turbidez., Se dej& precipitar a temperatura
ambiente por 12 h hasta la formacitn de cristales. Se dializaron
los cristales para eliminar el sulfato de amonio y se determiné la

actividad proteclitica y elastolftica,

8.- ELISA

Se utilizH el método de ELISA indirecto segtin Voller y cols
(121).Y se emplearon placas de 96 pozos (Nunc) fondo plano,
conteniendo por pozo 200 ul de proteasa semialcalina o elastasa,
diluida en amortiguador de recubrimiento (carbonato-bicarbonato)

Se aplict a cada pozo 100 ul de cada diluci6n 1:10, 1:100, 1:1000
del suern problema en amortiguador salino de fosfatos (PBS-TVEEN
20 pH 7.4). Para revelar se ut{liz6 200 ul del conjugado anti-IgG
humana acoplada a peroxidasa, afladiendose posteriormente 200 ul de
la soluci6n de sustrato. Se incub& a temperatura ambiente en la

obscuridad durante 90 min. Se detuvo la reacci6n adicionando 50 ul
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de aclido sulffirico 1 N a cada pozo y se pracedif a la lectura

visual considerando positividad en los pozos donde e desarrolls

colar.

e g A T R LS i T

¥
3
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RESULTADOS

8Se realizaron 19 exudados faringeos y/o expectoraciones de menores
con fibrosis quistica, de loz cuales se aislar6n 9 cepas de
P.aeruginosa, ademfs de otros gérmenes (Tabla 3), Las O cepas
aisladas presentaron colonias mucoides y fueron positivas en las
siguientes pruebas: movilidad, oxidasa, crecimiento en agar SS y
en BHI a 42 °C, utilizacién del citrato Simmons, produccién de
L-arginina dehidrolasa y determinacitn de la oxida-

cién-fermentaci6n de la glucosa y de la xilosa en tubo abierto,

Las pruebas realizadas en las cepas de P.aeruginosa, para
determinar la capacidad de produccitn "in vitro" de exocenzimas

indicaron que &sta fue muy alta (Tabla 4>. De 1las 9 cepas de
P.aesruginosa, se seleccionar6n 6 como las mejores productoras de
proteasas. A partir de 100 ml de medio senmisinté&tico, para cada
cepa, se procedif a la purificacitn parcial de proteasas, probando
su actividad proteclitica y elastolitica, en agar leche descremada
y agar elastina, respectivamente (Figs. 1 y 2). Se determint la
cantidad de protefnas en las fracciones precipitadas con sulfato
de amonio, para cada cepa y los valores se observan en la tabla 5.
La cantidad de proteinas en las 6 cepas estudiadas varl6 de 203
ug/ml para la cepa 1 a 484.9 ug/ml para la cepa 4. Con base en la
cantidad de proteinas, se prepararon las cromatograftfas de
intercambio i6nico, realizando el perfil de elucibn de las
proteasas y obtenlendose los datos de densidad 6ptica expresados

en las tablas 6 1los cuales fueron graficados, permitiendo
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llustrarse los diferentes perfiles de elucién (Figs., 3-8). Tales
figuras, correspondientes a las 6 cepas, nuestran que la
praoduccién, de las diferentes fracciones da proteasas, varit de
una cepa a otra. La cepa 1 s6lo produjo las fracciones Il y IIl
que corresponden a las proteasas semlalcalina y alcalina (Fig. 3.
La cepa 2 produjo en pequeflas cantidades las 3 proteasas que
corresponden a las fracciones I, Il y Ill que son las proteasas
neutra, semialcalina y alcalina respectivamente (Fig. 4). La cepa
3 produjo en mayor proporcifn la fraccién I que corresponde a la
proteasa neutra y en menor cantidad las fracciones Il y IlI que
corresponden a la proteasas semlfalcalina y alcalina (Fig. §). Las
cepas 4 y 6 fueron las mejores productoras de la fracci6n Il o
proteasa semialcalina (Figs. 6 y 8) y finalmente la cepa 5 produjo
en pequeflas cantidades las fracciones Il y [II! que son las

proteasas semialcalina y alcalina (Fig. 7).

Los tubes correspondientes a las fracciones Il de todas las cepas
fueron recolectados y la enzima fue recristalizada con sulfato de
amonio hasta la formaci6n de cristales (Figs. 9,10 Ay B ), Por
6ltimo, se determinéd "in vitro® 1la actividad proteolitica y
elastolitica de los cristales recién obtenidos. Al utilizar el
sustrato de agar leche descremada, se observS en su entorno un
"“halo" blanquecino, originado por la degradaciétn de la casefna
(Fig. 11). De igual modo se observS otro "halo"” blanquecinoc en
agar elastina (Filg, 12), por la actividad de la enzima elastasa
sobre el sustrato elastina. Una vez obtenida 1la proteasa
parcialmente purificada con actividad proteolitica y elactolitica,

ésta sirvi6 como antigeno para la determinacifin de la actividad
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antiproteasa en suero de pacientes con diagnéstico de fibrosis
quistica y en suero de 1individuos sanos que fungieron como
testigos en la prueba de ELISA. Los resultados se observan en la
'figura 13, donde se muestran que el 45.83 % de los sueros tuvo
reactividad a una dilucitn de 1:1000, 25 % a una dilucitn de
1:100, 20.83 % a wuna dilucién de 1:10 y el 8.34 % resulté
negativo. De lps testigos negativos, s6lo el 4 % reacciont a wuna

dilucién de 1:10.
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DISCUSION

La fibrosis quistica es considerada como una enfermedad fracuente
en menores de edad, es hereditaria y llega a causar la muerte por
insuficiencia respiratoria. Los pacientes presentan una historia
proleongada de bronquitis purulenta que conduce a la destruccidn de
bronquioclos, as{ comc otras &reas del aparato respiratorio (34,

44, 73>,

Los sujetos con fibrosis quistica son susceptibles a adquirir
infecciones cronicas por varios microorganismos, en particular por
P.aeruginosa, debido a que tienen factormss de predisposicibn que
perniten la colonizacién con las formas mucoides de este organismo
(82)., Se sabe que las variantes no mucoides preceden a las
mucoides, pero que é&stas fGltimas son seleccionadas por 1los
mecanlismos de inmunidad del hospedero. Las cepas mucoides son
inestables "in vitro", alinque Govan y cols (93) demostraron que
en medio de agar citrato-desoxicolato, es posible incrementar su
estabilidad <72, 89). En el presente trabajo, del S0 % de
pacientes estudiados, se aisl6_FP, geruginosa a partir de exudado
faringeo y espectoracién, como el principal microorganismo
asociado a fibrosis quistica., Todas las cepas de_P,aerugingsa
alsladas presentaron predominio de la forma mucoide, observacién
que corrobara con la literatura (72, 82, 112). La patogenicidad
de oste microorganismo,est&8 relacionada con la produccitin de
exoenzimas, toxina y exopolisacdridos. Este potencial agresor del
que es portador las cepas de_Psaudomonas, produce una dasfrucciﬁn'

progresiva de protefnas estructurales de las cé&lulas del hospedero
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y ademis capacita al microorganismo a la evasién de los mecanismos
de defensa (72, 82, 112>, El estudio del perfil enzimitico de las
cepas alsladas en pacientes con fibrosis quistica, demastr6 que
ellas fueron capaces de producir proteasas "in vitre", con un 100
% de actividad sobre la caseina y un 80 % sobre la elastina (Tabla
4>, La alta producci6n de exocenzima con actividad proteclitica
(proteasa) y 1la posibilidad de su obtencién "in vitro", nos
permiti6 llevar a caba su purificacién por precipitacién en
sulfato de amonio y cromatografia de intercambio i6nico. De
acuerdo a los gradientes de concentracitn de NaCl, con diferentes
molaridades, logramos identificar la presencia de tres tipos de
proteasas (Flgs. 3-8), referidas por Morihara y otros autores
(113, 114) como proteasa neutra, proteasa semialcalina y proteasa
‘alcalina. Tomando en cuenta la antigenicidad de estas sustancias,
ademis de que esta capacidad antigénica ha sideo referida y
utilizada por otros autores (123, 124, 127), se plante6 que el
bhospederoc podria formar niveles de anticuerpo antiproteasa, los
cuales serfan herramienta Gtil en el estudio de paclentes con
fibrosis quistica asoclada a_Pseudomonas. La determinacién de la
presencia de estos anticuerpos serian un fuerte apoyo en el
diagntstico y pronfstico de infecciones por P,aeruginosa, en
diferentes centros hospitalarios donde 1la fibrosis quistica es
observada con frecuencia. La técnica de ELISA fue la metodologia
utilizada para evidenciar la produccibn de estos anticuerpo (123).
La finalidadd de este estudio fue valorar por el método de ELISA
la presencia de IgG contra las proteasas _P.aerugingsa en procesos
pulmonares de paclentes con fibrosis quistica; ya que los titulos

de anticuerpos antiproteasa varian seg6n el desarrollo del
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microorganizmo, sea en forma intermitente o contfnuo, dependiendo
del estado clinico del paciente. En otras condiciones se ha visto
H{He

frecuentemente P.aeruginoza, tienen tftulos altos de anticuerpos

antes ceh f1rpsts quistics, an 1R cuslas, =e deearrolla

antiproteasa  determinadeos  por pruebas de hemaglutinacién y
precipitacién , mientras que en aquellos con desarrollo
transitorio o intermitente de _Pseudomonas, 1los tftulos de

anticuerpos antiproteasa son bajos (84, 123, 127).

El método usado en este estudio muestra un incrementoc en el tftulo
de IgG antiproteaza por encima de los testigos sanas, lo que
apoya la utilizacién y selecci6n del m&todo de ELISA en lugar de
las otras técnicas, como herramienta para la bfisqueda de
anticuerpns antiproteasa y su aplicacién al diagnfstico de
fibrosis quistica asociado a_P,aeruginosa. Nuestras resultados con
ELISA confirman una alta frecuencia dg este sindrome asocilado a

Pseudomonas en el Instituto Nacional de Pediatria.
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CONCLUSIONES

Se realizaron 19 exudados faringeos a pacientes con fibrosis

quistica, de los cuales el 50 % fue positivo a P. asrugingsa

La produccién de exoenzimas con actividad proteolitica por P,

aeruginosa fue del 77 al 100 % dependiendo del sustrato.

La producci6n total de proteinas con actividad proteclitica,
varit de; 293 ug\ml a 484.9 ugr\ml

Por cromatograffa de intercambio 16nico se determind el
perf{l de elucitn , mostrando variacifn en la producci6fn de
diferentes fracciones de proteasas; neutra, semialcalina y
alcalina (I, II.11I):
La cepa 1 produjo unicamente las fracciones Il y III.

La cepa 2 produjo las fraccicnes I, Il y III.

La cepa 3 produjo en mayor proporcitén la fraccidn I con
respecto a la Il y III.
La cepa 4 y 6 fueron los mejores productores de la fraccifn 11
La cepa § produjo unicamente pequefias cantidades de fraccifn

1y 111

Dependiendo de la cepa empleada seri el tipe de fraccifn y la

cantidad de exoenzima que se produzca.

Se evidenci6 por pruebas in vitro la acztividad proteolitica,

La axoenzima purificada y cristalizada se wtillzd coma
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antigeno para detectar actividad antiproteasa en 24 sueros

estudiados por la técnica de ELISA.

8.- El 9l % de 1lcs sueros estudiadoz presentaron actividad

antiprotesas.

9.~ La dilucién con mayor porcentaje de positividad correspondis

a 1:1000 45,3 %,

10.- La dilucidn con menor reactividad fue 1:10

11.~ Tomando en cuenta la alta produccién de proteasas, la técnica

empleada puede evidenciar la invasividad de P, aeruginosa a

nivel orgénico.
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SURKARY

Psgpudomonas agruginpsa is a microorganism with a‘ wide enzymatlic
potential, producer of toxins and surface exopolysaccharides.
These components are involved in the pathogenesis of P.aerugingsa

particularly in immunocampromised patients, as those with cystic
tibrosis. Different authors have polnted out the action of
inmunoglebulins toward extracellular products of Pseudomgnas as an
important wmechanism af host defence against +this bacteria. The
aim of this study was to identify antiprotease antibodies with
epecific activities for proteases of P. agruzingsa , which |is
agsociated with cystic fibrosis complications. The procedure used
in this study permitted the {solation of this bacteria from
expectoration of patients with cystic fiﬁrosis. lts identification
was achieved by colony marphology, biochemical tests and proteases
production. Proteases were obtained by cristalization as described
by Morthara, and 1ts further separation by ionic exchange
chromatography. 8ix P. aeruginosa strains were randomly selected
and processed with a reference strain, to determine and Lisolate
material with proteolytical activity as described abave. Two af
a2ll strains studied presented a high elastase or samialkaline
protease activity. All strains showad hydralysis when tested in
ekim milk and elastine agar. The pratease, obtained from the best
producer straing, was assayed ac  antigen <far +the ELISA
technlque, which was used far antiprotease antlbodies determination

in 24 sera uf patients with cystic fibrosis . Results with cystic
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fibrosis patients sera, using anti human IgG peroxtdaée conjugate,
showed, that 45.83 % gave a positive reaction with a 1:1000
dilution, 25 % with a 1:100 dilution and a negative reaction was
observed 1in 8.34 %. Negative control sera presented a 4 % of

A)
positivity in a 1:10 dilution.
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TABLA 1. INCIDENCIA DE FIBROSIS QUISTICA EN LA POBLACION

POBLACIGN INCIDENCIA EN RECIEN NACIDOS
Raza caucésica de E.E.U.U. 1 : 2000

Raza negra americana 1: 7000

Raza blanca de sud Africa 1 : 50006000
Holandeses en sud Africa 1 620

I1talia 1 : 15000

Suecia 1 : 90000

TABLA 2. DATOS GENERALES DE LOS PACIERTES CON FIBROSIS QUfSTlCA Y

TESTI1GOS
GRUPO No. AISLAMIENTO SEXO
P.aeruginosa
Sanos 25 - 15710 F/M
Fibrosis quistica 19 9 9/10 - E/M
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TABLA 3. GERNENES AISLADOS DR 19 PACIESTES CON PLIBROSIS
QUISTICA

MICROORGANISMO #* %
Pseudomonas aeruginoca 9 50.0
Staphylococcus aureus 9 50.0
Candida sp 9 36.8
Streptococcus pheumoniae 5 26.3
Escherichia coll 3

16,0

TABLA 4. PRODUCCION DR EXOBREZINAS POR 9 CEPAS P.aeruginosa

AISLADOS DE PACIENTES CON FIBROSIS QU{S‘HCA

EXOENZIMAS # %

Proteasa 9 100.0
Colagenasa 9 100.0
Lecitinasa 8 100.0
Elastasa 7 7.0
Lipasa 8 88.0
Hemolisina 6 67.0
DNasa 3 34.0




TABLA S, __DBTBRHIIACIOII DE PROTE{¥AS TOTALES POR EL WETODD DR
LOVRY

CEPA RESULTADOS

1 293. 00 ug/ml
2 386, 88 ug/ml
3 367,27 ug/ml
4 484.90 ug/ml
5 337.80 ug/ml
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FIG.1. ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE_F.aeruginosa SOBRE LA CASELINA

FI1G., 2. ACTIVIDAD ELASTOLITICA DE_P.aeruginosa SOBRE LA ELASTINA
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FLG. 6. FOTDGRARIA NACK lS(J(j}‘ICI\ DE LLUS CRISTALES DR 1A PROTEASA

CEMIALCALTNA,
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FIG. 10. MICROFOTOGRAFIA DE CRISTALES DE PROTEASA SEMIALCALINA:
A) MICROSCOP1O DE CONTRASTE DE FASE AUMENTO 215X.

B) MICROSCOPIO DE POLARIZACLON AUMENTO 134X,
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FI1G. 11. EFECTO " in wvitro” DE LOS CHISTALES DE PROTEASA

SEMIALCALINA DE P.aeruginosa SOBRE LA CASEINA.

FIG. 12. EFECTO " in vitro " DE LOS CRISTALES DE PROTEASA

SEMIALCALINA DE P.aeruginosa SOBRE LA ELASTINA
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