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Pseudomonas aertJp:iw:>·~ es un microorganismo con un amplio 

potencial· c•n::lmáti(,;o, pn;i_q~~~or de to~c1.na$ y exopolisac6.ridos de 

superficie. Estos compon~ntes estA.n involucrados en los mecanismos 

de pataeen te id.:'ld 1.h~ la bacter i:i, part icularinente en pacientes 

inmunoc01nprometidcs, como es el enfermo con fibrosis qu1stlca. 

Diferentes autore5 han referido la Acción da inmunoglobulinas 

hacia productos extJ·a·:!:!lulares d8 E· aeruginos~ como un mecanismo 

importante d'3 d12fon5a contra éste 'zi.gente calanizante. El objetivo 

di= éste trabdjo fui::: idantif !car anticu1:irpos antiproteasas con 

actl.vidadeG especificas para las proteasas do E· aeruginosa 

asociada a cmnpl ic.::acionu5 de la fibras is quistica. La metodologta 

empleadd permitió el aislamiento de la bacteria a partir de. 

expectoración de p.acientes con f!brasis qutstica y la 

identificación se hi=o con base en la morfolog1a colonial, pruebas 

btoqutmicas y produccl6n de proteasaz. Se obtuvieron las proteasas 

a partir de la crtstalizac16n mediante el criterio de Morihara y 

la posterior separación por crrJI11.'ltografta de intercambio lOnica, 

Se: estudiaron 6 cepa.s de E· aeruginr.:>sa seleccionadas al azar, las 

cua l1Js futJron p1·oc1J~adas en conjunto con la copa testigo, para 

detc:rminar y aisL1r el material can actividad proteol1tica 1 por la 

t6cn tea antes mencionada, Dos de la::; cepas estudiadas presentaron 

alta a•.:-tivid.'l.d pdrd la elastasa tJ proteasa semialcalina. Todas 

l.'is •::t:!p.'ls pt ~·:~-.:inL1ron ~ctividad •.?n agar leche descremada y agar 

a partir de las cep,;i~ 111ej ores 
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productoras de la enzima, fue utilizada como ant1geno para la 

técnica de ELISA,la cual se utilizo parn la determinación de 

anticuerpos antiproteasa en suero de 2~ pacienlas con fibroGi~ 

qufstic1> Los resultados revelados con un conjugado anti JgG 

humana acoplado a peroxidasa, mostraron que de las sueros de 

pacientes con fibrosis qu1stica el 45.83 % tuvo reación positiva 

a una dlluci6n de 1:1000, 25 Za una dilución de 1:100, 20.83 Z a 

una dilución de 1:10 y un 8,34 % resultó negativo. De los testigos 

negativos, sólo el 4 % reaccionó a una dilución de 1:10. 
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JSTRODOCCIÓ• 

La !ibrosis qu1stica más que una enfermedad, es un slndrome y se 

conoce como 11 la gran simuladora'' por aus variadas formas de 

pro:~s.entación. La 11 teratura popular medieval de Alemania, describe 

una relación entre la piel con sabor a sal y la muerte precoz de 

nifios. La descripción del stndrome fue realizada por primera vez 

en el ano 1936, por Fanconi 1 quien publicó que la insufici~ncia 

pancreática exócrina, en la infancia precoz, estaba asociada a 

graves sin tomas del tra•:;to digesti ve y respiratorio. Dos af!os 

despu&s Dorothy Ander~en describió el síndrome como una entidad 

separada y lo denominó fibrozis quistica del p!ncreas. Fabcr, en 

1944, observo una viscosid3d de las secreciones en los conductos 

glandulares y on los acinos de muchos órganos, tales como el tubo 

digestivo, sistema biliar y sistema respiratorio. Un atto después 

le di6 el nombre de mucoviscidosis <6, 7, 37>. 

La fibrosis quística es una enfermedad sistémica hereditaria que 

involucro. las gl5.ndul~s e:cócrinas del organismo1 principalmentn el 

pAncreas, tubo digestivo y aparato respiratorio, aunque también 

afee la gl5ndulas salivales y ~udoriparas¡ promoviendo la 

producción de secreciones viscosas anormales que pueden conducir a 

númerosas compllcaciones ~orno neumopatias crónicas1 insuficiencia. 

pancrelitica. elevac16n de electrolltos en sudor y ocasionalmente 

cirrosis hep~llca <8-10 1 37> . 

La fibrosis quistica fue considerada inicialmente como una 

cnfc: mr:!dad de mart.'illdad pedi!trtca, sin embargo, en la 

actu.1 l ldatl, si? ha ohscrvado que aumenta el número de pacten tes que 
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sobreviven y son diagnosticados en edad adulta <2-5, 19, 37>. 

La incidencia de ésta patología en los Estbdos Unidos de 

lforte Amér1r.:a se ha estimado en 1:2000 recién nacidos vivos de la 

raza caucásica, mientras que en la raza negra americana, la 

incidencia es monor [Tabla 11 C6 1 11, 14, 15, ."37>. 

Hasta hace unos aftas se cre1a que en México esta enfermedad era 

rara pero actualmente, existe en el pats una sociedad llamada 

Asociaci6n de Fibrosis Qu1stica que en colaboración con centros 

hospitalarios como el Instituto Nacional de Pediatr1a y el 

Hospital Infantil de Ml!x.ico, proporcionan nuevos datos sobro 

el padecimiento 116- 191. En el Instituto Nacional de Pedlatr1a, 

durante 10 aftas, se realizaron 3200 aut6psias pediátricas, de 

las cuales. se reportó 0.98 % de mucoviscidasis <2, 16>. 

La ·falta de conocimiento 1 la patología interrocurrente y las 

condiciones socioecon6micas 1 así como la te1nprana mortalidad de 

los ninos afectados, son probablemente las razones d~ su escasa 

identlflcaclón en latinoamérlca <17, 18, 201. Na hay predominio de 

sexo, afecta por igual a hombres y mujeres. La edad es variable y 

sus manifestaciones pueden ser antes o desde el nacimiento, 

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

La fibrosis qu1stica es transmitida en forrna autosómica rcccsiva, 

Se desconoce la ubicación cromos6mica exacta del gen afectado y 

sólo se sabe que los cromosomas son marfol6Bicamonte normales 

<21-28 1 37). Desafortunadamente el gen anormal de la f lbrosis 



qutc.:.ttca ~s n:uy ostablo y t:s poco probable que d1~saparez.:;a del 

cromo.3oma, permaneciendo como una .:i.menaza de generación en 

generación <6>. 

Los pacientes heter·ocigótir.:az o portadores df:!l gen afectado san 

asintomáticos, aunque scffalan anonialias química~ on sus liquidas 

corporales C?, 8, 28). 

La composic16n. química ele las sei:reciones de las gl.§.ndulas eG 

anorJ'Dltl. Las secreciones son espesas y obstruyen los conductos de 

diversos órganos, llevando en la moyor parte de los cazcs a 

enfermedad pulI11onar ob:;:;tructiva crónica, insuficiencia 

pancreática, can menor frecuenci~ r:irro~is hepatica, obstrucción 

intestinales, alteración a nivel de senos paranasales, cuello 

uterino y quizás del aparate genital masculino. La excesiva 

viscosidad de las secreciones es posiblemente la causa de estos 

eventos obstructivos, atribuyendose en forma secundaria a la 

escases de liquido qua lleva a una alteración en la concentración 

de electrol!.tos, la presencia de constituyentes or5ánicos 

anorm.ales y alteraciones en el control autónomo del proceso 

secretorio <9, 29, 30. 33, 36, 47>. 

l,a flbrosis qu~stica puede Rmpezar temprano en la vida fatal, con 

una e;esta:c16n de duración normal y un peso promedio al nacimiento 

ligeramento disminuido <21, 22>. 

En general la enfermedad no .c:;e m.'lnifiesta antes dol nacimJonto, 

aunque en caso3 dando hay prtJcosoo pi.1 l:ol6g lr:os como f lno rnoc:onial 1 
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vOlvulos y atresia intestinal, el foto continua su vida 

intrauterina normalmente. Por lo que la fibrosis qutstica es una 

enfermedad de la vida posnatal, sin embargo algunos cambios 

patol6gicos y manifastacionas pueden estar presentes desde el 

nacimiento y llevar incluso a la muerte, como lo senalamos 

anteriormente <37). 

La fibrosis quística es una condición compleja que resulta en 

ancrma 11 da de~ a 

respiratorio y 

grados. La triada 

nivel pancreático, gastrointestinal 1 hepAtico, 

genital. Se manifiesta en diferentes edades y 

de la insuficiencia pancreática, enfermedad 

pulmonar obstructiva y pruebas del sudor positivo, han sido bien 

reconocidos, coma elementos diagn6sticos para ésta enfermedad Cl6 1 

18, 213-32, 37). 

La afecc16n pancreática radica en la obstrucción del drenaje de 

las enzimas pancreAticas hacia el duodeno, lo que dificulta la 

digesti6n y absorción de proteinas, vitaminas y 11pidoa, dando 

lugar a una distención abdominal y flatulencia, acompaffada de 

evacuaciones abundantes, fétidas, grasosas y espumosas <37, 38, 

47, 48). El paciente a pesar del aporte adacuado de calorías, 

presenta desnutrición y retraso en el crecimiento: a·:.dmismo, una 

deficioncia en la absorción de vitaminas liposolublP-s, con lo~ 

correspondientes sí ntoma.s carencia les para cada una de el las <34, 

35, 37). 

La~ problemas Gastrointostinales var!an de leves a 

JMnifc~tación temprana es el 11eo mecanial y 

severos. La 

la tard!a la 
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abstr ucci6n lntestiual. El ileo meconial ocurre en 7 y 25 t. de 

reción nacidos con fibrasis qu1stica 1 siendo la causa de 

obstrucci611 más frecuente en é&tos. Esta lesiOn obstructiva 

generalmente se pre~enta a nivel de las vAlvulas 1.leo-cecal y es 

producida par el espesamiento del meconio. La sosp~cha da lleo 

mo~onial $E est.abl8ce entre las 24 y 48 h de vida 1 cuando el 

paciente presenta distención abdominal, vómito y ausencia de 

depasi~iones <28, 37-39). 

La enfermedad pulmonar a~ociada a fibrasis qu!stica fue reconocida 

decde 1938, cuando se ltablO por primera vez de su naturaleza 

ob::.tructiva <30-33, 40, 42, 43>. Si bien los pulmones son normales 

en el recién ndcldo, la lesión cm torna severa y progresiva en el 

periodo posn.:tto.l ¡ siendo ·~l defecto m.~~ temprano la elaboraciOn de 

moco viaco~o que lleva la obGtrucci6n total o p3rcial de 

bronquiolos. El curso de la enfermedad pulmonar es variable, 

dependiendo del tratamiento. Alguno~ pacientes solo presentan tos 

o tienen un curso asintom6.tico, mientras que otros, llegan a 

deGarrollar enfermedad pulmonar abstructiva crónica, Ast, la 

enfermedad pulmonar aparece semanas, meses o afias después del 

n~cimiento <16. 34, 44, 45, 73, 80>. El s1ntoma m.§.s prominente y 

constante que sugiere el compromiso pulmonar es la tos 1 que al 

principio es seca, pero a medida que se presentan infecciones 

respiratorias recurrentes, la tos se hace productiva, crónica y 

parox1stica semcj~ntc a inducida por Bordetella vertussis <38, 73, 

74>. 
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La mucosa pulmonar de estos pacientes se coloniza fncilmente con 

microorganismos oportunistas. Hace algunos aftas, el microorganismo 

más aislado era Staphylococcus aureus, seguida de E.aeruginosa, 

Haemophilus influenzae, Proteus §E_, Escherichia ~' Gandida §.E_, 

sin embargo, 6ltimamente p. aureginosa ha sido report.ado con más 

frecuencia que e.~, quizás debido al incremento en su 

rec;istencia a antimicrobianos <33, 44, 46,73, 74 1 113). 

En pacientes con fibrosis qu1stica Pseudomonas aorueinosa, es el 

micoroorganismo más asociado a complicaciones y a la ~ortalidad¡ 

aunque se cuestiona su papel en el dano pulmonar que se presenta, 

ya que, en algunas casos es un contaminante transitorio. Este 

microorganismo tiene la capacidad de desarrollarse en diferentes 

ambientes y la temperatura corporal le permite un fScil 

crecimiento y forma microcolonias, cuya característica fundamental 

en pacientes can fibrosis qu1stica es su consistencia altamente 

mucoide, lo cual dificulta la limpieza de vías respiratorias e 

incrementa la viscosidad de las secreciones bronquiales. Bajo 

estas condiciones el microorganismo, puede elaborar una serie de 

productos entre los cuales algunos rn~nif iestan un efecto 

ciliot6xico, que interfiere aún más con la limpieza de esta zona. 

También se ha demostrado la participación de toxinas y exoenzima.s 

con actividad proteol1tica 1 como importantes factores de da~a en 

el paciente <64, 73, 74, 80, 113>. 

El g6nero Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadaceae, 

cuyas características son: bacilos grDmnHgativos, móviles con 

flagelas polaras 1 der~abios estrictos, na pre:";;.P.ntan mot.abol 1.smo 
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farmentatlvo 1 utilizan el ox1geno como aceptar final de electrones 

y bajo ciertas clrcunstancias crecen en anaerobtosis en presencia 

de nltrato y ar3lnina, los cuales son utilizados como aceptar 

final dti elcctror11J~. Son quimlorganotróficos y capaces de usar un 

cumpuasto org.~uico con un solo carbono como fuento de energía. Son 

catalcsa y oxid~ca po~ltivos y presentan una relación G-C del DNA 

da 58-71 %. pseudomonas no son exigentes en cuanto a su 

requerimiento nutri·:icnal, crecen en temperaturas de 4 hasta 43 °C 

con un pH Optimo d8 7.0 a 8.5 en una variedad de medios1 algunas 

especies producen a~itlos a partir d~ la oxidación de alcoholes y 

aldoGas, espe1:ialment1.'.! si se encuentran en concentraciones altas, 

pueden acuttular poli B-hi<lroxibulirato corno rosorva intracelular, 

bajo condicion~s de privación de nitrógeno <53, 58, 59). 

I.a pigmantaci6n de alguuas ~cpecies de P~oudomonas es muy 

caractertstica y se han usado Jnadios ozpecia.les para evidenc.iar o 

incrementar la producc.:ión de pigmentos. Entre los pigmentos 

tenornoG: la pter idi na Y. uc Ct=i b idroool ublo, f 1 uorcF..'.icente, pudiendo 

observarse en una aran variednd de medias de cultivo, pero 

parttcular~entf.! aquc~llaz cun bcajo contenido de hierro; la fenacina 

conocida como piocianina 1 que es de color azul, amarillo O verde, 

se sintcttza por la vta de los aminoácidos arom!iticos; finalmente 

los pigmento·~ carot.enoides, pueden ser producidoG en 4 especies 

bt·~n d12finida~. a ::;abr:?r: f.. vesicular is, ~·mendocina, 

.E.· P" 1 lerni_ (5'J > • 

f. flav.:• y 

L;i especie TM.s importante desde el punto de vista cllnico e11 

E_ •• i.i:.•ru~·ino,;:._. L"- p.~rnd celular de f'_.o.eruginosa está formado por 
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diferentes capas que son: la membrana citoplasmática, el espacio 

periplásmica, la capa de mucopéptido y membrana externa. 

La membrana citoplasmlitica está compuesta de una bicapa de 

fosfol!pidos y protoh1as. El fos.fol ípido mAs abund.:rntc es la 

fosfatidil-etanolamina y l~ función de la membrana citoplasm6tica 

es la del transporte activo, fosforilación oxidativa, síntesis de 

pequenos polímeros de aminoácidos, replicaci6n del DNA, así como 

llevar a cabo un gran número de reacciones enzim!tlcas <54, 57>. 

En el espacio peripl~smico se encuentra una variedad de enzimas, 

como las degradativas, por ejemplo la beta-lactamasa, acotilasa, 

adenilasa y fasforilasas que son producidas en la mambrana 

citoplasm§~ica. El espacio periplAsmico contiene además un nümcra 

variable de prote1nas de unión, asociadas con el transporte de 

aminoácidos y otros nutrimentos (54, 56), 

El mucopéptido est~ constituido por 2 azúcares aminados, el 

N-acetilglucosamina y el N-acetilmurámico que se encuentran unidos 

por enlaces ~ 1-4. La dureza y rigidez de éGtc peptidoglicano se 

debe en parte a los enlaces glucosidicos. La pared celular da a la 

bacteria, forma y rigidez mecánica, ya que su pérdida, causa 

formación de esferoplastos el cual presenta inestabilidad osmótica 

(53, 54, 55>. 

La membrana externa está constituida por fosfolipidoc, proteínas y 

un lipopolis~cSrido de mayor densidad que el resto de los 

componentes de dicha membrana. Contiene das componentes proteicos 
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mayorcb, uno deslguado como prote!na A y el otro como protelna B1 

los funcionan COJIO enzimas en la sintesis del 

lipopolisacárido <54>. 

La capa más c:dcrna 1 también conocida como glicoc&llx o falsa 

cápsulct, esta constituida de lipopolisac~ridos, cuya funciOn es 

adherirse a las células eucariOticas o de bacteriao 1 estas 

untom1s, pueden estriblecersa por la atracción de glicoproteinas de 

tipa de lactinas, as1 como por cationes divalentes que existen en 

al medio ambi~nte. El glicocAlix posee las caracteristicas de un 

factor de virulencia, actúa como un antígeno protector, resiste a 

la fagocitos.is por macrófago::; .y polimorfonucleares y tiene 

actividad tóxica sobre leucocito~ y macr6fagos. ~.aeruginosa 

produce tbmbién un exopoliGac6r1do mucoide CXEP> llamado alginato, 

por su similitud qu1mica con el ácido alg1nico que es producido 

por las variedades mucotdes. Este exopolisacárido interviene en la 

adherencia do la bact~ria a las células traqueales. uniendose a la 

mucina, producid~ en abundancia en paciantes con íibrosis ~utstlca 

<70, 76, 90, 10'3, 106, 109, 116>. 

E.aeruglnasa es un microorganismo con un amplio potencial 

enzimá.tico 1 productor dR toxinas y cxopolisacáridos de superfic~e 1 

cuya participación en la pdtogenicidaci de la bacteria ha sido 

ampliamente fundamontada. Entre sus factores de virulencia se 

encuentran productos extracelulares como: hemalisinas 1 lecitinasa, 

toxin~ letal A, exoen~itw1 S, elastasa, golatinasa, lipasa, Dlssa, 

coa.gulas!;I, f i brin al isi n,, y otras proteasas. Adem6.s presenta una 

cndotoxlnai que! pan~ce s~r poco relevante en la patogenia de este 
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microorganismo. De estos componentes las enzimas proteolíticaG se 

dastacan por su importancia < 61, 63-67, 71 1 74 1 78 1 99). 

La producc16n de enzimas proteolíticas por f.aeruginosa se 

favorece en medios que contienen glucosa y su actividad aumenta en 

presencia de ácido 16ctica, el cual tiende a acumular~e en los 

tejidos infectados o daHados C71, 72, 113). 

La bacteria produce tres tipos de proteasas: la proteasa neutra I, 

la proteasa semialcal ina I I <elaGtasa) y la protoasa a leal ina l I I; 

activas a diferentes pH: pH 6.5 para la fracci6n !, pH B.O para la 

fracción l l y pH 10 para la fracci6n l l l C72). 

Las cepas elastasa positivas producen dos proteasas que son las 

fracciones II y TI! Celastasa y protoasa alcalina>. Las cepas 

elastasa negativas producen una Gola proteasa, la alcalina que 

corresponde a la fracciOn I I 1. La protea$a neutra es producida 

tanto por cepas elastasa positivas como elastasa negativas¡ aunque 

la actividad de esta proteaSA considerada insignificante Cll3 1 

114, 124). 

La proteasa semialcalina o fracciOn 11 difiere de las otras porque 

posee .además actividad elastol1tica, pudiendo destrui2· las fibras 

el~sticas de los vasos sanguíneos, causando hemorragias severas en 

diferent.:~s partes del organisrna 1 como pleura y diafragma, La 

proteaGJ. alcalina fracción 111 1 no mueotra ninguna actividad 

el.astal{tica y es dependiente de calcio y algunos metales pesados 

(113, 114) 



13 

Cuando sa inocula a nivel experimental pro~easa alcalina y 

elastasa por vla intraperitoneal 1 intravenosa, intrapleural e 

intranasal se observan hemorragias en pleura, diafragma, peritoneo 

y mucosa del tracto intestinal. En la piel causa lesiones 

ulcerativas y hemorragias en el tejido subcutáneo y lesiones 

semejantes a gangrena en asa ligada del intestino. Estas proteasas 

causan inflamación y atrofia de los plexos de Awerbach y 

hemorragia en los capilares de submucosas C79, 80, 99), En la 

c6rnea,estas enzimas son reGponsables de la opacidad y formación 

de ~lcer~s, necrosis y destrucción total (100, 115>. 

Las proteasas semialcalina y alcalina difieren en su peso 

molecular 39000 

isoeléctrico y 

y 48000 respectivamente, especificidad, punto 

pH óptimo. Ambas son metal-proteasas, 

inmunológicamente distintas <68 1 75, 77, ~2 1 83 1 84>. 

Estudios realizados en pacientes con fibrosis qutstica infectados 

por E.aeruginosa, muestran que las prate3sas contribuyen a la 

persistencia del microorganismo, alterando el sistema inmunológico 

del hospedero de varias maneras (94, 96>. 

1.- Actuan rompiendo alguno~ componentes del complemento como C3, 

también Cl, C5 y C9 <72, 73, 78, 91, 93, 94, 96, 107), 

2. - Tienen acción sobre las inmunoglobultnas presentes en las 

secreciones bronqui4les como la IgA secretoria y la lgG (73, 

78, 96, 105, 111>. 

3.- Interfien1n en la acción Íd.gacíttca de los polimorfonuclearer> 



por Inhibición de la qu!rolotax!s 162, 78, 94, 1251, 

Por lo tanto, la actividad de las proteasas 1 particularmonte la 

semt4lcalina y la alcalina, constituye, de cierto modo, un 

Indicador de infección. La detección de la respuesta del hospedero 

frente a la presencia de o~tas enzimas pueda ser usada en el 

dldgnóstico y pronóstico del síndrome de fibrosis qufstica 

asaetado a f,aeruginosa. 



Pl.AITRAIURITO DF.I. PROBI.l!llA 

La causa 

pacientes con 

frecuente 

flbrosis 

de complicaciones 

qu!stica es la 

15 

y de mortalidad en 

infección pulmonar, 

principalmente, por f. aeru¿rinosa. Lo cuD.l una ve= establecida F.!S 

dificil da erradicar, a pesar de la terapia administrada <73). 

En la actualidad, no e:dsten medidas especificas para detener la 

severidad y el progreso de la infección en estad!oG iniciales. La 

actividad proteol!tica de estas bacterias favorece su invasividad, 

que se puede poner de manif iesto 1 a trav~s de la detección de la 

propia bacteria, de sus productos o de inrnunoglobulinas 

especificas contra éstos elementos C69, 71, 72, 74, 80, 84, 123>. 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO 

La detorminación do anticuerpos ant!proteasa en pacientes con 

fibrosis quistica 1 parmite el diagnóstico más certero do una 

patología por f.aeruginosa asociado a esta enfermedad. 

OBJRTIVOS 

l, - GENERALES 

Determinar anticuerpos antiproteasa en pacientes con fibrosis 

qulstica. 

2.- PARTICULARES 

2.1. Aislar e identificar f,aeruginosa a partir de expectorac16n, 

obtenida de pacientes con fibrosis quística. 

2.2. Determinar la producción de exoenzimas por cepas de 

f.aeruginosa aisladas de expectoración. 

2.3. Cristalizar y purificar la proteasa de f.aeruginos~ p~r~ 

utilizarla como antígeno. 

2.4. Determinar la presencia de anticuerpos antiprotoasa por la 

técnica de ELISA en sueros de pacientes con fibrosis 

qulstica. 
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KATF.RIALF.S Y JIÉTOpos 

KATl!RIALllS 

1.- INDIVIDUOS ESTUDIADOS 

Se tra baj 6 con 

qulstica, del 

19 puciente5 con diagnóstica clínico de f ibrosis 

Instituto Nacional de Pediatría, cuyos dato~ 

generales se encuentran en la tabla 2. Vclnt.iclnco individuar.; 

sanos fungieron corno testigos en las difercntP.s pruebas. 

2.- CEPA TESTIGO 

Se empleo f,aeruginosa ATCC 27853, perteneciente al cepario del 

Departamento de Ecología Humana. 

3.- MEDIOS DE CULTIVO 

a> Medios para transporte.­

Caldo nutritivo <DifcoJ. 

Cdldo BHI <Dlfco), 

bJ Medio:;; paro. aislamiento. -

Agar Mac Conkey <Jl!erckJ, 

Agar Pseudomon.J.s <Difco), 

Agar Mueller Hinton Ofurck> complem~ntado con 5 ~ de sangre 

de carnero. 
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Agar leche descremada ( Merck). 

c> Medios para identificación bioquímica.-

Agar Kliger <Merck>. 

Medio de citrato de Simmons <BBLl. 

Medio de nitratos <Difcol. 

Medio de urea de Christensen <Merckl. 

Medio de SIM <BBL>. 

Base oxidación fermentación (Q/Fl <BBL>. 

Base descarboxilasa de Moeller <BBL>. 

Adiciones.-

Carbohidratcs: glucosa, maltosa y xilosa <Merck 

L-amino6cidos al % para descarboxilasa base de Moeller: 

lisina 1 ornitina y arginina. 

~) Modios para determinar perfil enzimático.-

Medio para determinar la actividad de la desoxiribonucleasa: 

agar DNasa <BBL l . 

Medio para observar la producción de hemolisina: agar base 

CMerck) 1 complementado con sangre de carnero al 5%. 

Medio para observar la leci ti nasa: agar base <Merck> 1 yema de 

huevo y solución salina isotónica en proporción de 1:9. 

Medio para determinar lipasa: base agar complementado con 

twaen 80. 

Medio para determinar la producción de proteasas: agnr leche 

descrem'lda CM'erck). 



19 

Medio de producción de elaütasa: agar elastina <Sigma>. 

Kedio para determinación de colagenasa: gelatina nutritiva 

Olerck). 

Medlo para la determinac1on de fibrinolisina: plasma 

cltratado y Ca Cl,, al 0.25?.. 

f) lledlo semlslntétlco ~ar~ la producclOn de la proteasa,-

Glucosa 7 % Dlfco 

<llH.>,, HPO. r. J, T. Back.er 

lla~HP04 • 12 H,O 0.5 % J, T. Backer 

Extracto de levadura 2 % Dlfco 

Ca co .. 2.5 % J. T. Backer 

K H,,PO. 0.2 % J.T.Backer 

Mg so. 0.05 r. Merck 
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1.- TOMA DE MUESTRA 

De los pacientes con fihrosis qu!stica 1 se tomaron muestras de 

esputo en frascos estérilos y se trasladaron al laboratorio para 

su procesamiento. 

2.- AISLAMIENTO DEL MICROORGANISMO 

La siembra de los mismos, se realizó en los medios antes 

referidos, efectuando un estriado con el asa bacteriológica con el 

fin de lograr el aislamiento adecuado de las colonias. 

La lncubaclOn se llevo a cabo durante 18 a 24 h a 35-37· C de .. 

temperatura. 

3.- IDENTIFICACION BIOOU{MICA 

Las colonias lactosa negativas, se sembraron en el medio de KliSor 

y se incubaron a 37 ºC por 24 h. Se seleccionaron aquéllas 

colonias que respondieron negat 1 vi.t.mente a las pruebas 

características del Kligler. 

Se realizaron otra serie de pruebas 

prueba del SIM y utilización da! citrato¡ 

bioqufmlcas corno: li.i 

dotcrml11aci6n ñc O/F de 

la glucosa, m._'\l loGa y l{:f la:;a: crecimif'.inlo en 41gar SS¡ crecimiento 

on BHI 42ºC¡ producción de L-ar3inin~ duhiJrala~~. L-lic1na 



21 

descarboxllasa 1 L-ornltinu deccarbo:tllaza· y oxidasa. 

4.- DETERMINACIÓÑ DEL PERFIL ENZIMÁTICO 

Las cepas de f.aeruginosa fueron sembradas en 3 rol de caldo 

nutritivo y se incubaron durante 4-6 h a 37 ºC en agitación. Luego 

se inoculó cada cepa en agar DNasa, el cual fue incubado a 37 ºC 

durante 24 h. Al término de la incubaci6n 1 se afiadieron unas gotas 

de 6cido clorh1drico al 10 % para revelar la presencia de DNasa, 

la cual se evidenció por la presencia de un halo de decoloración 

del medio, alrededor de la colonia. 

Para la determinación de fibrinolisina, se emploaron 0.5 ml de 

plasma citratado, al cual se le afiadieron 5 gotas de CaCl~ al 0.25 

%1 la mezcla fue incubada por 10 roin a 37 °C, para favorecer la 

formación de coágulo. Una vez forlrl3do éste, se a~adieron 0.5 ml de 

un cultivo en BHI o caldo nutritivo de la cepa a estudiar. 

Despu~s de un periodo de incubación do 18 h a 37 °c, se observó la 

de6trucc16n del co~gulo. 

Para la determinación de lipasa sa empleó un medio con el 

detergente tween 80. El tiempo de incubacióh para esta prueba fue 

hasta 72 h a 37 °C. La presencia de la lipasa se observó cuando se 

presentó una aureoln turbia alrededor de la colonia. 

La determinación de la capacidad para producir elaztaso., GE:! 

efectuó en agar elastina y el inóculo fue depositarlo, 8U poquefto5 

puzos de 4 mm de dHimet.ro. L_i in•:ub<lción se efectuC1 a 37 "C 
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durante 24 a 72 h. El aclaramiento del medio de cultivo alrededor 

del pozo indicó la presencia de elastasa. 

Para la determinación de la colagenasa 1 se utilizó gelatina 

nutritiva. Se inoculó la muestra en 0.5 ml del medio de cultivo y 

se incubó a 37 ºC durante toda la noche, pasando posteriormente el 

cultivo a la temperatura ambiente durante 5 días. La prueba 

positiva se determinó por la licuefacción del sustrato. 

5.- PRECIPITACIÓN DE LA PROTEASA <113, 114J. 

Se sembró f.~eruginosa en 100 ml de medio semisintético. Se incubó 

en agitaciOn 130 rpm durante 4 d!as a 28 ºC Después de este 

periodo se centrifugo a 5000 rpm durante 20 roin. Se separo el 

sobrenadante y se saturó can <NH,,>';! S0,1 a. 0.6 gr/ml y se incubó 

durante toda la noche a una temperatura de 4°C. Se centrifugó a 

5000 rpm durante 20 min. Se disolvió el precipitado, en 10 rol áe 

agua destilada. Se centrifugó a 5000 rpm durante 20 min. Se 

determinó la actividad prateol1t1ca al precipitado, en agar leche 

descremada. En seguida se recolectó el sobrenadante y se 

reprecipitó con <NH 4 )~ 804 • Se incubó toda la noche a °C, Se 

centrifugó para obtener el precipitado, el cual se disolvió en 10 

ml de agua destilada y se affadió acetona al 65 %. s~ centrifugó a 

5000 rpm durante 20 min y se disolvió el precipitado con 

amortiguador de fosfatos pH 7.2. Se dializó, contra el mismo 

amortiguador. Se determinó prote1nas 

Lowry y cols <88), Por Gltimo, se 

totaloG por el mótodo de 

determinó la actividad 

proteol1tica y Ge realizó cromatagraf1a por intercambio iónico. 
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6.- CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO JÓNICO <113, 114). 

Se preparó una columna de 10 ml x 70 mm de DEAE Sepbacel. Se lavo 

la columna con Na OH y se equilibró con amortiguador de fcsfAtos 

pH 8. Se colocó 10 ml de prate1na diluida en amortiguador de 

fosfatos pH 7.2. 

La velocidad de elución fue ajustada a 0.1 ml par min y el 

volOmen de cada fracción colectada fue de 2.5 ml. La eluc16n de la 

protelna se llevó a cabo sucesivamente 

Amart iguadar de fosfatos 0.02 !( <pH 8.0) tubas 1-10¡ que 

corresponde a la fracción l. 

Amortiguador de fosfatos o. 02 !( CpH 7. O> tubos 11-20¡ que 

corresponde a la fracción l. 

NaCl 0.05 X en amortiguador 0.002 !( CpH 7. 0) tubos 21-30; que 

corresponde a la fracción 1 l. 

NaCl 0.10 K en amortiguador 0.002 M CpH 7.0) tubas 31-40¡ que 

corresponde a la fracción ll, 

NaCl 0.15 M en amortiguador 0.002 K CpH 7.0) tubos 41-50¡ que 

corresponde a la fracción II. 

NaCl 0.20 M en amartigu~dor 0.002 K CpH 7,0) tubas 51-60¡ que 

corres sponde a la fracción 111. 

NaCl 0.40 K en amortiguador 0.002 M CpH 7.0) tuba 61-70¡ que 

corresponda a la fracción 111. 

Las tubas recolectadas fueran le1das en un espectrafatOmatro a 280 
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nm y se grafic6 la~ lecturas de densidad óptica <DO>. Una vez 

recolectados las fracciones, se determinó actividad de protea~as 

de las fraccione~ en agar leche descrelllllda y agar elastina y 

posteriormente se almacenaron a -70 ºC. 

7.- PURIFICACIÓN DE LA FRACCIÓN 11 

La fracción 11, fue reprecipitada con sulfato de amonio. Dcspué~ 

de centrifugar a 5000 rpm durante 20 min, se recolectó el 

precipitado y se disolvió en agua destilada. Se aHadió al 

sobrenadante nuevamente sulfato de amonio en saturación, hasta que 

·apareciera ligera turbidez. Se dejó precipitar a temperatura 

ambiente por 12 h hasta la formación de cristales, Se dializaron 

los cristales para eliminar el sulfato de amonio y se determinó la 

actividad proteol1tica y elastol1tica. 

8. - 111.!§! 

Se utilizó el m6todo de ELISA indirecto según Vo!ler y cols 

<121>.Y se emplearon placas de 96 pozos <Nunc> fondo plano, 

conteniendo por pazo 200 ul de proteasa semialcalina o elastasa, 

diluida en amortiguador de recubrimiento <carbonato-bicarbonato>. 

Se aplicó a cada pozo 100 ul de cada dilución 1:10, 1:100, 1:1000 

del suero problema en amortiguador salino de fosfatos <PBS-TWEEN 

20 pH 7.4). Para revelar se utilizó 200 úl del conjugado anti-lgG 

humana acoplada a peroxidasa, aft~diendose posteriormente 200 ul de 

la solución de sustrato. Se incubó a temperatura ambiente en la 

obscuridad dur~nte 90 min. Se detuvo la reacción adicionando 50 ul 
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de Acido sulfúrico 1 N a cada pozo y se procediO a la lectura 

visual considerando pos1tividad en los pazos donde se desarrollo 

colar. 
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RESULTADOS 

Se realizaron 19 exudados faríngeos y/o expectoraciones de menores 

can flbrosts qufstica, de las cuales se aislar6n 9 cepas de 

f.. "-eruginoGa, ademS.s de otros gérmenes <Tabla 3). l.l1s 9 cep~s 

aislada~ presentaron colonias mucoides y fueron positivas en las 

siguientes pruebas: movilidad, 

en BH! a 42 °C, util1zac16n del 

oxidasa, crecimiento en agar SS y 

citrato Sim.mons, producc16n de 

determinación cte la oxida-L-arginina dehidrolasa y 

ciOn-fermentaciOn d~ la glucosa y de la xilosa en tubo abierto, 

Las pruebas realizadas 

determinar la capacidad 

en las cepas de E.aeruginosa, para 

de praducc!On ºin vi tro" de exoenzimas, 

indicaron que ésta fue muy alta <Tabla 4>. De las 9 cepas de 

f.aeruginosa, se seleccionarón 6 como las mejores productoras de 

proteasas. A partir de 100 ml de Jnedio semisintético 1 para cada 

cepa, se procedió a la purificación parcial de proteasas, probando 

su actividad proteol!tica y elastolitica, en agar leche descremada 

y agar elastina, respectivamente CFigs. 1 y 2>. Se determino la 

cantidad de proteínas en las fracciones precipitadas con sulfata 

de amonio, para cada cepa y los valores se observan en la tabla 5. 

La cantidad de proteinas en las 6 cepas estudiadas varió de 293 

ug/ml para la cepa la 484.9 ug/ml para la cepa 4. Can base en la 

cantidad de pratetnas, Ge prepararon las cromatograf tas de 

intercambio 16nico, realizando el perfil de eluci6n de las 

proteasas y obtenlendose los datos de densidad óptica expresados 

en las tablas 6 los cuales fuflron graficados, permitiendo 



!lustrarse los diferentes perfiles de eluciOn <Pigs. 3-8>. 

correspondientes a las 6 cepas, auestran 
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Tales 

c¡ua la 

producción, de las diferentes fracciones de proteasas, var10 de 

una cepa a otra. La cepa 1 sOlo produjo las fracciones 11 y 111 

que corresponden a lac proteasas semialcalina y alcalina <Fig. 3l, 

La cepa 2 produjo en pequenas cantidades las 3 proteasas que 

corresponden a las fracciones I, II y III que son las prateasas 

neutra, semialcalina y alcalina respectivamente <Fig. 4>. La cepa 

3 produjo en mayor proporción la fracción I que corresponde a la 

proteasa neutra y en menar cantidad las fracciones II y III que 

corresponden a la proteasas semialcalina y alcalina CFig. 5>. Las 

cepas 4 y 6 fueron las mejores productoras de la fracciOn 11 o 

proteasa semialcalina CFigG. 6 y B> y finalmente la cepa 5 produjo 

en pequeílas cantidades las fracciones 11 y 111 que son las 

proteasas semialcalina y alcalina CFig. 7). 

Los tubcs correspondientes a las fracciones II de todas las cepas 

fueren recolectados y la enzima fue recristalizada con sulfato de 

amonio hasta la formación de cristales <Figs. 9,10 A y B ), Por 

Oltimo, se determinó 11 in vitreº la actividad proteolf.ttca y 

elastol1tica de los cristales re~ién obtenidos. Al utilizar el 

sustrato de agar leche descremada, se observ6 en su entorno un 

"halo" blanquecino, originado por la degradaciOn de la caselna 

<Fig. 11 >. De igual modo Ge observo otro "halo" blanquecino en 

agar elastina CFig. 12>, por la actividad de la enzima elastasa 

sobre ol sustrato elaGtina. Una vez obtenida la proteas• 

parcialmente purificada con actividad proteolttica y •lastolttica, 

Osta sirvió como antígeno para la determinación de la actividad 



antiproteasa en suero de p~cientes con diagnóstico de fibrosis 

qulGtica y en suero de individuos sanos que fungieron como 

testigos en la prueba de ELISA. Los resultados se observan en la 

1figura 13, donde se muestran que el 45.83 % de los sueros tuvo 

reactividad a una dilución de 1:1000, 25 % a una dilución de 

1:100, 20.83 i a una d1luc16n de 1:10 y el 8.34 % result6 

negativo. De los testigos negativos, sólo el 4 % reacciono a una 

d1luc16n de 1:10. 
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DISCUSIOI 

La fibro5is qu1stica es considerada como una enfermedad frecuente 

en menores de edad, es hereditaria y llega a caussr la muerte por 

insuficiencia respiratoria. Los pacientes presentan una bistorla 

prolongada de bronquitis purulenta que conduce a la destrucciOn de 

bronquiolos, ast como otras &reas dol aparato respiratorio (34, 

44, 73>. 

Los sujetos con fibrosis qu1st1ca son susceptibles a adquirir 

infecciones crónlc~s por varios microorganismos, en particular por 

f.aeruginosa, debido a que tienen factores de predisposici6n que 

permiten la colonización con las formas mucoides de este organismo 

<82>. Se sabe que las variantes no mucoides preceden a las 

mucotdes, pero que ~stas Oltirnas son seleccionadas por loa 

mecanismos de inmunidad del hospedero. Las cepas mucoides son 

inestables "in vitre", aúnque Govan y cols <93) demostraron que 

en medio de agar cltrato-desoxicolato, es posible incrementar su 

estabilidad (72, 89>. En el presente trabajo, del 50 % de 

pacientes estudiados, se aisló_f.~eruginosa a partir de exudado 

fartngeo y espectoración, como el principal microorganismo 

asociado a fibrosis quistica. Todas las cepas de_.E..aeruginosa 

aisladas presentaron predominio de la forma muco1de 1 observac16n 

que corrobora con la literatura <72, 82, 112). La patogenicidad 

de ~cte microorganismo 1 est6 relacionada con la producciOn de 

exoenzimas, toxina y eKopolisacáridos. EGte potencial agresor del 

qua es portador las cepas de Pseudomonas, produce una destrucciOn 

progresiva dr..i prot~tnas estructura.les de las células del hospedero 
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y adem.is capacita al microorganismo a la evasión de los mecanisn1os 

de defensa <72, 82, 112>. El estudio del perfil enzimático de las 

cepas aisladas en pacientes con fibrosis quistica 1 demostró que 

ellas fueran capa.ces de producir proteasa.s "in vtlro11
1 con un 100 

% de actividad sobre la caseína y un 80 % sobre la. elastinü (Tabla 

4), La alta producción de exoenzima con actividad proteolltica 

<proteasa> y la posibilidad de su obtención ''in vitro11
1 nos 

permitió llevar a cabo su purificación por precipitación en 

sulfato de amonio y cromatograf!a de intercambia 16nico. De 

acuerdo a los gradientes de concentración de NaCl, con diferentes 

molariJades, logramos identificar la presencia de tres tipos de 

proteasas <Figs, 3-8>, referidas por Morihara y otros autores 

C113, 114> como proteasa neutra, proteasa semialcalina y proteasa 

'alcalina. Tomando en cuenta la antigenicidad de estas sustancias, 

además de que esta capacidad antigénica ha sido referida y 

utilizada por otros autores Cl23, 124, 127), se planteó que el 

hospedero podr1a formar niveles de anticuerpo antiproteasa 1 los 

cuales serian herramienta ütil en el estudio de pacientes con 

fibrosis qu1stica asociada a Pseudomonas. La determinación de la 

presencia de estos anticuerpos serian un fuerte apoyo en el 

diagnostico y pronóstico de infecciones por P.aeruginosa. en 

diferentes centros hospitalarios donde la fibrosis qutstica es 

observada con frecuencia. La técnica de ELISA fue la metodolog1a 

utilizada para evidenciar la producción de estos anticuerpo <123), 

La finalidadd de este estudio fue valorar por el m~todo de EL!SA 

la presencia de IgG contra las proteasas ....f.,aeruginosa en procesos 

pulmonares de pacientes con fibrosis qu1stlca¡ ya que los titulas 

de anticuerpos antiproteasa var1an según el desarrolla del 
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microorgñn!~mo, sea en forma intermitente o continuo, dependiendo 

del estado clfnico del paciente. En otras condiciones se ha visto 

,:¡¡¡,. ¡;,;,01,.:,t~z; e¡;¡, t¡¡01-RE-I'\ '1H~'íti~¡¡ 1 i>il lR<i r,~;;les, se desarrolla 

frecuente1nente f.aP.nwinasa, tienen titules altos de anttcuorpcs 

antt¡:u·oteasa deter-minados por pruebas de hemaglutinaciOn y 

precipi tac Hin mientras que en aquellos con desarrollo 

transitorio o intermitento de Pseudomanas, los titulas de 

anticuerpos antiproteasa son bajos C84, 123, 127>. 

El método usado en este estudio muestra un incremento en el t!tulo 

de lgG antiprotea~a por enciJM de los testigos sanos, lo quo 

apoya la utilización y selección del rn6todo de ELISA en lugar de 

las otras técnicas, como herramienta para la büsqueda de 

anticuerpos antiproteasa y su aplicación al diagnostico de 

f1bro~is qulstica asociado a_f,.neruginosa, Nuestros resultados con 

ELISA confirman una alta frecuencia de este stndrome asociada a 

Pseudomonas en el Instituto Nacional de Pediatría. 
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COICLUSIOIES 

1.- Se realizaron 19 exudados faringeos a pacientes con fibrosis 

qutsttca, de los cuales el 50 '%fue positivo a E_. l'.l;erup;inosa 

2.- La producción de exoenzLmas con actividad proteolttica por e. 
aerugtnosa fue del 77 al 100 % dependiendo del sustrato. 

3.- La producción total de protetnas con actividad proteol!tica, 

variO de; 293 ug\ml a 484.9 ugr\ml. 

4.- Por cromatografta de 

perfil de eluciOn 

intercambio 16nico se determinó el 

1 mostrando variación en la producción de 

diferentes fracciones de proteasas¡ neutra, semialcalina y 

alcalina < 1, 1 l. 11 ll: 

a.- La cepa produjo unicamente las fracciones 11 y 111. 

b. - La cepa 2 produjo las fracci enes 1, l 1 y 111. 

c.- La cepa 3 produjo en mayor proporc16n la fracción 1 con 

respecto a la 11 y 111, 

d.- La cepa 4 y 6 fueron los mejores productores de la fracción 11 

e.- La cepa 5 produjo unicamente pequeBas cantidadeE de fracción 

11 y 11 l. 

5.- Dependiendo de la cepa empleada será el tipo de fracción y la 

cantidad de axaenztma que se produzca. 

6.- Se evidencio por pruebas in vitre lit ac:tivídúd proteolltti:·a, 

7.- La !Jxoenztma purificada y cristall=ad.:.i ~.ü utilizó coma 
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antigeno para detectar actividad antiprcteasa en 24 sueros 

cr,;tudlados por la técnica de EL!SA. 

8.- El 91 % da les suoros ostudiados presentaron actividad 

antiprotesao::;, 

9.- La dilur.ión con mayor porcentaje de positividad correspondiO 

a 1:1000 <4513 %>. 

10.- La dilución con menor ri:>actividad fue 1:10 

11.- Tomando en cuenta la alta producción de prote~sas 1 la técnica 

empleada puede evidenciar la invasividad de f. aeruginosa a 

nivel orgánico. 
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P5eudomon1's ·aeruglnosa is a mi.::roorga.nism with a wide en:tymatic 

potontial, producer of toxins nnd curface exopolysaccharides. 

These components are involved in the pathogenesis of _p_.aeruginosa. 

parttcularly tn immunocompromiscd patientc, 6S thos~ with cystic 

fibrosis. Different authors have pointed out the action of 

immunoglQbUlins toward extracellular products of Pseudomonas aa an 

important mechanism of host defence against this bacteria. The 

aim of this study was to identify 3ntiprotease antibodies with 

speoific activities for proteases of t_. <1eruginasa which is 

aG::;ociated with cystic fibrcsis complicatiowz. The procedure u.sed 

in this study permitted the isolation of this bacteria from 

expectoration of patients with cystic fibro<>is. Its ldentif1cat1on 

was achieved by colony morphology, biochemical tests and proteases 

production. Proteases were obtalned by cristalization as described 

by Morihara, and its further separation by ionic exchange 

chromatography. Six f. aeruginosa stralns were randomly selected 

and procassed with a reference strain~ to determino and tsolate 

material with proteolytical activity as described above. Two of 

all strains studied presonted a high elasta5e or snmlalkaline 

protea$e activity. All stra.1ns show~d hydrolysis wheri tested in 

skim milk and ela.stine agar. The pratear;e, obtained fram tho bt:.!st 

producer Gtrain&, was ass.ayad ac. antigcn far 1.he ELlSA 

technlqu~, which was used far antiprohu.tze antibodies determination 

in 24 sera uf pationts with cystic !ibro:-:;is . R~sult& with cystic 
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fibrosis patients sera, using anti hu11111n lgG peroxidase ccnJugate, 

showed, that 45.83 % gave a positive reaction witb a 1:1000 

dilution, 25 % with a 1:100 dilution anda negativa reactlon was 

observed in 8.34 %. Negative control sera presented a 4 % of 
\ 

positivity in a 1:10 dilution. 



36 

TABLA 1. INCIDENCIA DE FIBROSIS QUÍSTICA EN LA POBLACIÓN 

POBLACIÓN INCIDENCIA EN RECIÉN NACIDOS 

Raza cauc6s1ca de E.E.U.U. 2000 

Raza negra americana 7000 

Raza blanca de sud África 5000-6000 

Holandeses en sud Áfr lea 620 

Italia 15000 

Suecia 90000 

T&BL.l 2. DATOS GHll!RALES DE LOS PACIHSTBS COI PIBROSIS QUÍSTICA Y 

TESTIGOS 

GRUPO No. 

Sanos 25 

Pibrosis qu1st1ca 19 

Al SLAM 1 ENTO 
P.aeruginosa 

9 

SEXO 

15/10 F/M 

9/10 F/M 
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TABLA 3. GBRllElll!B AISLADOS DB 19 PACIBITBS COI PlllROBIB 

QUISTICA 

MICROORGANISMO , 

Pseudomonas aeruginosa 9 50. o 
Stag:h:tlococcus ~ 9 50. o 

Candi da Gp 9 36.8 

StreEtococcus oneumoniae 5 26.3 

Escborichia ~ 3 16.0 

TABLA 4. PRODUCCIÓI DB BIOBIZlllAS POR 9 CBP.lS P.aerugtnoea 

AIBLADCIS DB PACIBITBS COI PIBROSIS QUÍSTICA 

EXOEllZIMAS , 

Proteasa 9 100.0 

Colagenasa 9 100.0 

Lecitinasa 8 100.0 

Ela.stasa 7 77. o 

Llpasa 8 88. o 

Hemolisina 6 67.0 

O Nasa 3 34.0 



TABLA 5. 

CEPA 

2 

3 

4 

5 
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_DBTBRRIWACIÓI DB PROTBÍIAS TOTALRS POR BL lllÍTOIXJ DR 

LOVRT 

RESULTADOS 

293.00 ug/ml 

386.88 ug/ml 

367.27 ug/ml 

484. 90 ug/m1 

337.60 ug/ml 
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PERFIL DE ELUCION DE LAS PROTEASAS POR CROMATOtlRAFIA DE 

INTERCAMBIO IONICO MRA LA CEM 1 • N 
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FIG. 4 f\lUlvtERO DE TUB0'.3 

PERFIL. DE EL.UCION DE L.AS PROTEASAS POR CROMA.TOGRAFIA oe 
INTERCAMBIO IONICO PARA L.A CEPA 2 
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FIG. 5 NUMERO DE TUBOS 
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INTERCAMBIO IONICO PARA LA CEF.\ 3 
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FIG. 7 l\JUtv1ERO DE TUBOS 

PERFii. DE ELUCION DE LAS PROTEASAS POR CROMATO<IRAFIA DE 

INTERCAMBIO IONICO PARA CEPA 15 -"' 
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FIG. 8 ~lUtv1ERO DE TUBOS 
PERFIL. DE EL.UCION DE LAS PROTEASAS POR CROtAATOGRAFIA DE 

INTERCAMEllO IONICO PARA LA CEPA 6 .... 
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Flli.q l'llTtKiRAFIA .MA(:N1J:.;cn1·t\./1 DH UJD cw1:n·r\l.RS DE i.A PHOThAHA 

:~Ji>! 1hl,GAL1 Nh. 
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A 

FLG. JI!. 111'..!HOFO'fOGHAHA Dll CRISTAL~;s Ot;: PHOl'llASA SlillIALCAL!NA: 

Al lllCROSCOl'IO IJK CONTHAS'l"li IJli t'ASK AUllKNTO 21!>X. 

IJ) 111'..!HOSCOPIO Ot;: POLAR!ZAC!ON AUf11lNT0 134X. 
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nu. ll. E~"ECTO in vitro" DJo; LOS CHlSTALJo;S Dll PROTllASA 

SEHIALCALINA DE p.aerugiJ!Q!lj! SOBHE LA CASEINA. 

na. 12. lfflit.:"l'O .. in vitro .• DJo; LOS t.:H!STALt:S DJo; PROUASA 

SEH!ALt.:ALINA DE e.aeruginosa SOHHE LA ELASTINA 
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FIG.13 DILUOIONES 

fin S.ANOS E".°3 ENFERMOS 
RESUl.TACOS DE 1.ATECNICA DE El.ISA PARA DETERMINAR 
ANTICUr:RPOS ANTIPROTEASA EN SUERO DE PACIENTES CON 

FIBROSIS CIUlm"ICA 
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