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R E S U M E N 

La Esoond1llt1s Anou11osante lEA> una en.fermedad 

artrit1ca crónica oroqre91va in-flamator1a aue a~ecta las 

articul.otcianes periféricas. Su etilogia es a(Jn desconocida 

pero se encuentra asociada al anUguno de Histocompatibilidad 

HLA-827 y a infecciones .m1crob1anas princ:ioalmente con Kleb-­

ll.!li.!A pneumoni ae u.> • 

Estudios recientes demuestran cue pacientes con EA v 

sus ~amillares en ler. grado. 827 positivo~. reconocen inten-

samente una protei na de 55 V.Da. (p55> en ~ pneymoniae 

por lnmunoelectret·ransf-erenc1a !JET> tt4>. t:n éste trabaJo la 

o55Ko .fuá our·1t-1cada del oaoel de n1troceluJosa cara 

inmunizar a ratonas obtuvienoose un"" buen"" pr·oducc1ón de an--

t1cueroos. Est.:1 prote1 na (p55> f-Lté reconocida por un anti---

cuerpo contra la HSF' 60 de §odet..ella pert..ussis <Bp> al igual 

aue fué detectada en oti-~s enter-ob~cter1ds cor el monoclonal. 

l.i'I. altc:i 1nniunogen1c1dad, la reac.:c16n cruzada contra HSP 60 

ae Bp. y La conservación ~oaa la ~am1l1a enterobact~r1a--

de la p55, nos ind1c,., Que una pr-ote! na de choque 

térmico. que oueae estat" involucraaa Pn el oroco.c>so ae au-

to1rimun1dad de la EA. 



INTRODUCCXON 

ESPDNDILDARTROPATIAS: 

Uno de los adelantos mAs imcort:antes en el campo de la 

Reumatolog1a en los últimos atlas es la separación y clasi-ficación de un 

gruco de enTermedades consideradas por mucho ti~mpo como variantes de la 

artr1t1s reumato1de <AR>. a las oue se les conoce como espond1loartro­

patias. Esta clasi-fic:ac16r. se debe en gran par-te a la observación el! n1-

ca. encuestas ec1dem1ol6aicas. mejor entendimiento en las alteraciones 

histocatolóQicas. obs~rvac:16n de las di-fet"encii\s de las alteraciones 

r«diológicas y muy especialmente a los adelantos de la inmunogenét1ca 

con el descubrimiento del ant!oena de histacomoat1bil1dad HLA-827 en 

el ars:o 1970 u.>. 

El término espondi loartrocatJ. as Tue introducido por Mol l 

en 1974 para designar un grupa de enTerm~dades caracterizadas por: 

1>Fac:tor reumato1de neQativo 

2>Ausencia de ródulos reumatoides. 

3) In-flamación articular. peri.f.érica. 

4>Sacroilitis radiológica. 

5>Sobreposic:i6n de alteraciones cl!nicas. 

6JAlta asoc1ac16n con HLA-827. aumentando la tendenc1a para la 

agregación -familiar. 

7>Tendencia a int=lamaci6n ocular <conjuntivitis>. 

B>Diversas lesiones mucocutAneas. 

Debido a la ausencia del -factor reumatoide en el suero ce es--
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tos pacientes Cste grup~ de entermedad~s se ha denominado Espondiloar-­

tropatiC's. seroneQat.1vas e 1ncluven: 

11 Esoond1l1t.1s anou1losante. 

2> Artropatia psorU.tica. 

3) Artritis reactiva <51ndrome 

41 Artropatl a .Juvenil crónica <ARJ ser_onegativa> 

5> Colitis ulcerüt1va crónica. 

ó> Enfermedad de Whipple. 

7) Enfermedad de Crohn. 

8). Uveitis anterior aguda. 

9) Enfermedad de Behcet.. 

El ,padecimiento nés 1-recuente~ v nás estudiado que reO.ne mavor 

ntlmero de s1m1l1tudr-:c>s con la AR, es .la Esoond1l1t 1s Anat..11 losar:'tP. lEAJ; 

oor esta ra=ón constituve el orot.ot.100 de este aruoo de en~ermedades. 

ESPONDILITIS ANQUILOSANTE: 

La espondilit1s anqu1losante <EA> es una enfermedad artrit1ca 

crónica progresiva inflamatoria Que afecta las articulaciones sacroilia­

cas, la columna vertebral y las grandes articulaciones pP.ri.fér1cas. 

Noventa por ciento de los enfermos son.hombres que fluctóan alrededor 

de la segunda o 't.ercera déC"'-da de la vida.c3). 

El término EA deriva del griago spdndylos vértebra v an.Jtylos 

inclinado o encorvado c"'l.UnQue act1..1almente implica adhesión o fusión.cu 

El trastorno comienza con la presencia de dolor y rigidez 

la Porción inferior de la e!'.ipalda. que por lo general es má.s grave 

la mal"iana. Los Sintomas de la en-fer·medad acuda 1ncluven dolor e ni.oer-
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sensibilidad en las articulaciones sacroiliacas y espasmo de los 

músculos o~ravertet>rales. Las man1festac:1ones en la en.fermeoaa avanzaaa 

incluye la anquilosis (fibrosis) de las articulaciones sacr-01 U acas 

de la columna oéra1aa de la lordosis lLtmbar. la c1.fas1s 

dorsocervic:al acentuada y la disminución de la e>1pansi6n del pecho, esto 

probablemente ocurro consecuencia del proceso inflamatorio crónico. 

sin embargo puede no ocurrí r en algunos pacientes con en-fermedad .nade 

rada. También pued8 observarse artritis periTér1c:a, particularmente 

de las .:i,rticulac:iones il}tiales, 25'l. de los paciente<:: presentan 

1r1t1s o 1r1doc1c:l1t1s. La c:ara1t1s. con o aort1t1s. se ocserva en 

lO'l. de los enfermas, y en l-4'l. progresa a insu~iciencia de las vAlvulas 

a6rt 1c:as.cs> 

Se han -Formulado algunos criterios clin1c:os que sirven 

ayuda cara el d1aon6st1co de !a EA. los cuales son los s1au1éñtes: 

1) L1m1tac1ón en la mov1l1dad de la columna lumoar 

planos: -fleKión, lateral y e>:tensión. 

los .:. 

2> Historia o presencia de dolor en la unión dorsolumbar o 

la columna lumbar. 

3) Limitación en la e>:pansiói'l torAcica de 2.5 

medida a la altura del 4to. espacio intercostal. 

menos~ 

Con la ay-uda de radiografi as de la pelvis que muestran el 

grado de sacroilitis y el resultado del laboratorio del -factor reumato1 

de neqat1vo se completan los cr1t:er1os cara e11aonost:1car EA nefin1da 

o probable EA según o;ea el caso.cu 

La diferenctac16n de la E?' de aauellas cn17 ermedadr::os c.'\Soc1adns 

sac:roil!tis y l?Spondil!tis. <otras espondiloartropat1as) depende de 

la presencia o ausencia de las carac:ter1sticas clinic:as y radiogrAf1cas 
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de dicha enf-P-rmedac1.uu 

La etiologl a pt"ecisa de la EA permanece oscura, aunque está. 

bien establacida la predispa~1ción genética asociada al HLA-027. 101 

Lñ incidencia de este antloeno es cerca del 901.. en los oac1entes con EA 

v de 60 ñ 801.. en oacient.es con artriti~ reacti.va. A cesar ae QUO SP. ha 

C10mostrudo lñ aoreaac:1ón familiar. los estudins de la susceot1bil1daCl 

genética no revelan una transmisión mendeliana. Es posible que el antl­

geno B27 Juegue un papel importante en la patogénesis de la enfermedad 

aunado con otros factores ambientale!J como infecciones intestinales por 

enterobacterias especialmonte con Klebslella pneumon!ae. La impresión 

general que estos m1croorganismos pueden desencadenar la en.fer--

medad en individuos genéticamente susceptibles.14,!l,61 

La pravalencia e incidencia d~ EA y HLA-B27 respectivamente 

-fluctúan en la población general de acuerdo con SllS caracterl sticas ét-

nicas V raciales. Mientr-as la prevalencia de EA caucásicos se 

encuentra entre Q.5 y 2.~h • En ciertos grupos oscila de 0.7 a 93 por 

l(U)I). La -Frecuencia Cle HLA-B:.27 en ¡aponeses. neoros norteamericanos Y 

sudafricanos es de 4%. caucásicos británicos y nortea-

mericanos es de alrededor de 8%. En indios norteamericanos la Tre--

del HLA-827 varia de 23 a 50/.. En la población mestiza 

me>:1cana c:iue es una mezcla d~ caucAsicos, la mayor! a espaf'l'.oles e indios 

me>:ic:anos, la -frecuencia del ant1geno es· de 5 .. 5/., sin embargo, la preva­

lencia de EA es desconocida. A Pesar de éstas d1f-erenc:1as, e1:iste una 

verdadera asociación entre l~ EA y HLA-B27 tanto en caucásicos 

no caucásicos ouc oscila entre 751.. " LO(lí:.. Se calcula oue pr-:~. e 08.07. v 

B0.7% de los mesti:os me>:icanos con EA t1enen el nnt1geno HLA-827. 14> 



COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD 

Se conoce desde ~1ac:e tiempo que el énito de la trans.fus10n 

sangui nea depende de la c:omput i bi l i dad entre los grupos sangLd neos 

del donante y los del receptor. En 1931 Landsteiner sugirió que gru-­

pos antigón1cos si mi lares podri an intervenir en la aceptación o el 

chazo de otros teJidos transplantadoS<7>. Esta idea candUJO a Gorer 

indenti.fic:ar en ratones un grupo de ant!genos cuya compatibilidad entre 

el animal donante y el receptor mejoraba de -Forma notoria la capacidao 

de suoerv1venc1a de injerto. Por ello. a esos aoentes involucrñdos en 

el rechazo del injerto se les di6 el nombre de antigenos de histocampa-­

tibilidad. También se apreció que los p1·oductos de una región particular 

del oenoma ten! an una imoortanc1a oredom1nant.e en el oroc:eso de recna-­

zo. esta req16n es el c:omolejo pr1nc1oal de nistocampat101l1dad IMHCJ. En 

el hombre, dicho compleja está. constituido por el grupo de genes HLA 

(antigenos de las leucocitos humanos>, localizados en el cr·omosoma 6<7l. 

Dentro de est.a rea16n se hallan cod11=1cadas tres Qt·;:inc:1es 

cruces de moléculñs: ª' ce clase r. b) de clase rr v c1 de clase IIL 

a1.-Moléculas de clase !: Las oenes hLtmanos de esta clase 

codi-fican a las cadenas pesadas de los antigenos HLA-A, -B y -c. E>:isten 

por lo menos 18 alelos distintos en el locus HLA-A y por· lo menos 32 

alelos distintos en el HLA-B. Estos ant!genos se componen de una cadena 

polipeptidica alucos1lada peso molecular de 450•)0 KDa. a~oc1ada 

de ~arma no covalente al dominio al-fu-3 de la cadena pesada de un pépt1-

do glucosilado <beta 2-micr-oglobulina de 12000 D>. 

Las células T c1toton1cas, involucradas el reconocimiento v 

rechazo de células in.fectudas cor virus e injertos. reconocen estas 
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moléculas de clase l de las células e~:traf'las y las destruyen P.ura lo 

cu"'l colaboran con células T cooperadorast?1o. 

LJI .- Moléculas de t:l.:1~.e I l; Los Qenes humanos ue esta clase SI? 

ar·realan en tr·es suoreaiones: DP. DQ v LJR. cadit uno CJe !.':IS cuales tiene 

como min1mo. un oen alfa v otro bet .. 1. E:l prociucto cie estos aenes da 

do<:. r:<..tdenas dJ.st.1ntas de DOl tOéDttdOSJ [.,, C~ttena aJ-fa V Ja OE'til. Estos 

péptidos se mantienen unidos P.ntre si mediante f.uer::=as no covalentes, 

v ambas cadenas atraviesan la membrana citoplasm1t1ca. Las moléculas de 

clase II actúan como sef'l'ales de reconocimiento entre las células pre-

sentadoras de ant!geno los l in-fac 1 tos T cooperadores c?J. 

e).- Moléculas de clase ITI: La región humana de esta clase 

comprende los genes para los componentes C2 y Tactot" B del comp.lemento 

sérico t?>. 

Corno di jo anter-1ormente el anti geno HLA-B27 (molécula 

perteneciente al grupo de antigenos de histocompat1bilidad clase I) 

Juega un papel importante en la patogén!J's1s de la EA ta>. Pa.ra poder con-

firm~r esta suoo~1c16n nan P.la.borado varios trabaJOS ae !os cuales se 

han derivado una serie de teor! as que tratan d!J' P.>:pl 1 car como e 1 anti --

geno 827 involucra en la patogénesis. de la enfermedad t9'. 

A continuación se rpsumen estas teor1as1 

En 1970 se pensaba que otros gPnes del MHC genéticamente ligados 

el ant1Qeno HLA-B27. er·an los Princ1baJes .factores tte susceot1b1li-

dad a Ja E:A; los tnd1v1duos Portaoor-es oe estos aenes •~l sufrir in'fec:--

cionespm· ciertos m1cr·oorgan1smos éstos pod.1 an desencadenar la en.fer-me-

dad.ctu 

E:n un reciente simoos1um 1nternac1onaJ celebrddD en mavo de !991 

en Oosterbeek en The Netherlands. dos teor1 as fueron aceptadas para 



E!}:plicar la asociac:i6n de HLA-B27 con EA; éstas suoonen oue el aen HLA-

-B27 es artritogénico, y oue en asociación 

causa la enfer·medad. 

Tactor ambiental, 

La Primera teoria llamada del receotor se casa en la 'idea oro--

puesta por Zinkernagel y Doherty, donde proponen que las moléculas 

de clase I oresentan antioeno. por lo cual la enfermedad es ,meCJ1adñ oor 

l i n.foc i tos T. u.0.01 

Otra hipótesis de receptor propone que el anti geno HLA-B27 sirve 

como receptor cara ciertos .factores liberados por algunos 

microorganismos especialmente Klebsiella pneumoniae. Esta hipótesis se 

basa en el trabajo de Saeger y cols 1979 • donde reportan que un an­

t1suero Obtenido contra t<'-lebsiella causa' lis11s de lin-t=ocitos de ca---

cientes B27 positivos con EA. oero no 11aa las células T de pacientes 

eSoond1llticos B27 nea~tivos como tampoco las de testioos sanos 827 oo­

sitivos y negativos (98). Esta hio6tes1s se re.fuer::a con el t.rabajo de 

Sydney quién madi.fic6 la caoa.cidad de reconocimiento de célL.tlas B27 po-

sitivas de un individuo sano por incubación con el sobrenñdante del cul-

tivo de Kleb~iella. Después do la 1ncubac16n las células tuvieron un 

com13ortamiento 13arecido a la de los pacientes can EA 927 posit1vos um1. 

Por lo anterior se deduce que Klebsiella pneumoniae libera en Dl medio 

un ractor modiricante y que solo las células que portan el ant!geno 

027 pueden ser modificadas por ese f=actar. u.t 1e,se1 

La seounda teor!a corresponde al mad~lo de mimetismo molecular. 

proouesto inicialmente en 1976. la cual olantea oue varios m1croor-

ganismos gram-negativos. como Klebsiella pneumoniae y "(e1-sin1a ore--

sentan ant!genos protéicos QLH? dan reacción cruzada el anti geno HLA-
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-D27 ca?>· En 1987 se r1cmostr6 una nomolooia dcd lúO'l. en_tre 1,Ós res1.duos 

de am1n0Ac1dos 72-77 del HLA-B::!7 v el r~s1dLtO 188-193 de la enzima n1-­

trogeno reductasa de Klebsiella pneumoniae.En esta ·teoria el anti geno 

HLA-827 estA directamente relacionado con el daf'lo al tejido; va que 

ést.e al ser rec:;onoc1do cor ant:1cL1eroos 01'.!'sencadena el proceso de 1n-fla-

mac16n. dando como resu l 1:'-1uo una resoui:-st.a inmune a comoonent.es ero-·--

pioS.(10,U.> 

EstL1d1os bucter1ol601cos cm paciente~ con EA en Lonun:•s V 

A1·í:.:ona demuestran que~ pneumoniao es aislada de las heces de estos 

nacientes en 

pers1stenc1a de el m1croot-oan15mo en estas oersan~,s que oenera 

la producción de ant1cu~roos cuant.1tat1va v cL1al 1tat1vamen't.e inadecuados 

para la eliminación de este agente. <hipótes1s de tolerancia cru;:.ada, la 

cual apoya la tecri a de mimetismo molecular). Sin embargo e>:isten con--

troversias entre algunos autore!I para poder asociar a K· Dneumoniae 

con la EA. ya Que resultados obtenidos pot" Van Kregten contradicen 

la hipótesis anterior. ClO,tt,lZI 

KLEBSI ELLA PNEUMQNJ: AE. 

Klebsiella oneuminiae IKPI es una bact1-:>r1a aue oertenece 

la familta E:nter-obact.er-1aceae. Son baci.los cort.os Gram neQ.:H:.ivos. 

m6v1 les. caosuladoc:; oue se encuentr-~n en -forma aislada. en cares a cad1-..:'­

nas, son anaerobios facultat:ivos. crec~"?n en medios con Ernt:racto de carne 

produciendo colonias elevadas. brill;:i.ntes y mucoides. son o>:idasa nega­

tivos, pueden util1za1- el citrato y glucosa como únicu funte do carbono; 

-fermenta glucosa con producción de ácido y gas, la t·eacción de Vagos--

9 



-proskavor e5 pm3itiva., hidrolisa ure~ y _no produce -~á.C:ido sul.fhl drico 

U.3>. 

K.i._ pneumonlae ~orma oarte de la.~lo~a·normal del tracto reso1-

r!1-'t.Ot"10 y del intestino del hombre v alciu,nos -, animales. Se conoce su 

varios orocesos in~ecciosos. como son: infecciones oe 

v1as ur1nar1as v bacter1em1as. desarrolladas en oac1entes inmunocomoro-­

metidos por lo que se le ha denominado como un patógeno oportunista mn 

Su 01str1buc16n la naturaleza ubicua. lo oue na 

permitido aislamiento de suelo, aire y aglta f13>. 

~ pneumoniae tiene la capacidad de -fl.JClt" nitrógeno 

atmos.férico pot· medio dC?l comphuo en=:imático nitrogendsa. Una pt·otel na 

de este comple.JO se encuentra posiblemente ligada a la etiologla de la 

EA por presentar stmi 1 i tud ant1gén1ca con el '3nt1 geno HLA-827 <Zs.,22>. 

Sin embargo recientemente en el laborator·io de Inmunoqu1m1ca I del Dep­

to. de !nmunolooia de la E.N.C.B. del I.P.N .• se ha traOaJado con sue--

ros de pac1en'ti?S con EA v sus -fam1l1ar-es sanos tanto 0::7 oos1t1·.1os como 

827 negativos; anali:;::ando el por-fil de t·espuesta de anticuerpos por in­

munoelectrotranFerecnia <IET> contra protei n.3s totalr,s rte ~ pnoumoniae. 

cepas ni trogena~a pos l t l vas y negat l vas:; en donde SP ha obtenido una 

respuesta serológ1ca mart:ada hacia una protelna de apro}:imadamente 55 

KDa lp55Kp) oue no ~stá relac1onada c:arectament.e la oresenc1u de la 

nitrogenasa en la bacteria. pero si tiene relación la presenc1i'I 

del anti geno HLA-827 u . .c>-

En el oresente truOaJo se estudian alaunas de la oroo1cdaoes 

tnmunológicas de ésta orate! na de K.:_ pneumoniae (p55Kp>. enfocándose 

hacia la h1p6tesiG de que esta protei na se encuentra relacionada de 

algún modo a las pt·otci nas de choque térmico. 

1(1 



PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO 

Las proteinas de choque térm1co <HSP) es un grupo de protclnas 

extraord1nariamente bien conservadas en la naturale~a. La inducción 

incremento de la slntesis de éstas, ~~nto células procariót1ccis 

en eucarióticas ~e debe gran pitrte una respuesta de 8Strés 

provocddo por el medio ambiente celular como: cambio en la tempRr~tura, 

in-flamación y .fiebre, irradiación. in-fecc:ior.es virales~ tr.:ins-fcwmación 

maliqna v expos1c16n a aaentes ox1dante5. iones de metales cesados. 

y etanol C29>. Estas oroteinas orcscntan varias -funciones imoortantes 

<tanto en células normales como en células estresadas) ba~adas p1·inc1--

palmentc en la capacidad da asociarse con otras proteinas de tal manera 

que modi.fica el destino y la -función de éstas. Se ha detectado la· acti-

vidad de ATPasa as! como la de protección a cambios de temperatura, da­

nos oxidativos y ademá.s estAn involucradas en la ~usión de proteinas de 

ensamble tZ91. 

Las HSPs han !>ido ac:iruoacl,'\$ en diferentes familias basacias en: 

tamars:o (peso molecular>. cruce de actividad antigénica, similitud 

función y en la secuencia de aminoácidos. Las Tamilias son; 

FAMILIA MIEMBROS 

- HSP peuuef'l:as 

- HSPbO HSP65. QroEL 

- HSP?<.1 HSP70, Bip, hsc70, grp78 

dnak 

- HSP90 HSP90, HSP83 

- HSPt 10 

11 



La importancia de la inmunolog1 a de estas protel nas debe 

principalmente a su cara.cteristica de antigenos inmunodominantes, gran 

parte de las cuales encuentran presentes en microorganismos 

patóoenos. E'.n vista del alto arado de similitud entre la secuencia de 

crotel nas de cst:rés del hLtésoed v del aoente 1nt=ectante. las HSP oueden 

inclu1rso el modelo del mimetismo molecular. travcndo como consecuen-

c1a una relación entre in~ecciones cor microoroanismos 

autoi nmunes. <29,ao,nu 

12 
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OBJETIVOS 

-- Estudiar por I nmunoelectrott"ans-fc.orenc: ia ( IET>, las propi e­

dades inmunológic:as de la proteina de 55 l<Da de Klebsiella pneumoniae 

<p55Kpl, ciue es reconoc..1da intensamente la mayor! a de las personas 

portadoras del antigeno HLA-9~7. 

-- Mediante los estudios 1nm1 . .1nol691cos a realizar. demostrar 

si la pSSKp puede S€'r e,grupada en ".:\lgun..i do l.:\5 fami l 1as de las prote-

1. nas de choque térm1c:o. 

t.3 



MATERIALES Y METOOOS 

AJ • - HA TERI ALES 

I>.- MATERIAL BIOLOGICO 

a).- Se trabaJaron dos cepas de Klebslella eneumonlae 

(nitrogenasc:. negativo y positivo) aisladas de hemocultivos. las cuales 

-fueron donadas por el Hospital Infantil de México. S.S.A. 

b}.- Las siguientes enterobact0r1as:Escherichia col1.~ 

monella !:..YEhl~ Salmonella lyphimurium~ Shigella ~· Enlerobacler 

agglomerans y Yersln!a enlerocollt.ica: -fueron donadas cor el ceoar10 del 

Departamento de Microb1ologia de la E.N.C.B. del I.P.N. 

e).- Mycobact.erium tuberculosis donado pot- el InstitL1to 

Trudeam~ E.U. 

d). - Sueros flumanos: Un s1.1et-a ae oac 1ente con E:A oorti:\Clor 

del anti geno HLA-827 QL\('.;' da respuesta intensa a la protei na de 55 KDa de 

~ pneumoniae y un s1.1ero testigo de resouestÑ débil. ce un sujeto 

<HLA-B27 n~gativoi. 

e).- Suer-o de ratón h.iper1nmune. ant1-o:S5•~o obtenido cor· 

inmuni~ac:ión de ratones. 

'f).- Anticuerpo monoclonal de ratón anti-proteina de cho­

que térmico de Bordet.ella pert..ussis Cant i-BPHSP>. donado por Juan L. tu·­

c:iniega de la Divis1on o.f Bacterial Products, Center -far B1ologics E.va­

luation C1nd Resean:n. o:::. u.). 

h).- lnmunoo1obLtlina G 

1 inas totales de humano v de 1-atón 

pero>:idasa <Cappel>. 
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1 1. - f\'.<ltohns do .ceca ,:"'01err.¿1 donados cor el tJlOt:er lo riel 

Opto. de Farmacia de.la E.N.C;B~ de'l I.P;.N. 

111.- r1ArE~1Á1.c i:lu11'i1co 
·.·.,_·:~-i f\::-. 

, , .......•....... ·•··. ··.··.·.·.·•.··.· . 

·~·'.o·, - ~. __ :._. :;:.: ..•. :-

1). - ~~~a·.:::~e~.· -~\~~:~ ~;:-i~~-~-~-~·~~ ~a y Base 

·. IBIDXDNI 

de agar sangre 

2}. - Caldo- de Soya--tripticasei na'·-: tBIOXONI'-" 

3) .- Medio E de Vogel y Bonner con 

como -fuenta de nitrógeno <ENi: 

amonio <NH4+) 

McS04 

Actúo Citr1co :2.0 Q 

NH4 NaHP04 4H20 3.5 a 

t<:!HP04 10.(1 º 
Gluco~a 5.0 a 

At,lUi'l destilada hasta 1 itrn 

41.- MerJ10 t. no Voael v Bnnner mod1·f1cado sin .fuentes de 

nitrógeno <ES>: 

MQSIJ4 (1.·~ 

Ac1t10 Citr1co 2.0 a 

t<2HP04 tú.l) Q 

NaH2P04 H20 2.:. º 
NaMo04 ~H:O t).(12 

FeC1:3 6H20 (l.[ º Gluc:osñ 15.ú Q 

AgLL·• destilada hasta l 1trn 

Los ree1.ct1vos oa.ra. los mc:odtos de ct1lt1vn L::N v ES de 

MercK. 
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6. - Rec1r:tivos y equipo para desarrollar la técnica de 

electro'for·e~i.s en geles de poliacrilamida condiciones reductoras 

tF'AGE-SDSI. Todos los reactivos c:Je S1oma Ct1em1Ca!· Co. los solventes de 

Baker, 5. A. Una vez preparados se fi 1 tran en papel Whatman. No. 1 y 

gLtardan a 4 grados cent! grados. 

1>.- Solución de morómeros 

(30.8%). 

Acr-1lam1da 

Bis-acr·i lamida 

· ~u-.ó o 

--o.e - c;i -

Aoua b l dest i 1 ada tia.Sta lOú ml. 

::>.-Regulador del gel separador <Tris-HCl 1.5 M~ pH=B.8> 

Tri.zma base 

Agua b1destilada 

19.15 o 

90.0 ml 

Se aJUStLI oH=8.8 con HCl concentrado 

Se arara con agua bidestilada a 100 ml. 

31 .- Reouli:ldor- del qel concentrarJor- t fr1s-HCl ú.5M 

pH=6.B>. 

Tr1 zma be.se 3.1) 

Agua bidest1lada 90.0 ml 

Se a1usta el oH=b.8 con t-tCl concentrar:10 

Se a-fara con agua bidestilada a 100 ml 

4> .- Laur1l SLll-fat.o de SOdlO \SOSJ al tU'l.. 

SDS 10.0 

/..\qua CJl des t. l lada hasta 

5) .- Persul-fato de amonio al lO'l •• 

Persul-fato de amonio 

agua bidestilada 

100.u ml 

20.0 mo 

200.0 ul 

6). - fE:ME.D. ~N. N. N. N-tetramet1 let t lend1;:tm1na>. S1oma. Co. 
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7>.- ReaÚlad0r de ,corr1m1ento 

o. 192M-SDS al o. 1%, pH,;a·: "3~. No se ajusta el _pH. · 

rr 1zma base 

Glicina 

sos~ -.:'1 -·1úr. 

Agua bidestilada hasta 1 

13J.- Reoul.'ldOr de muest.ra 2~. 

Tris O.SM, pH=6.B 

SOS al i1Y/. 

agua bidesti lada 

6l1cerol 

2-mercaptoetanol 

Se aa1·eoan unos crista.les 

t fr1s - C).t)25M-Gl1c1na 

2.5 

4.ú 

0.5 

2.ú 

1.0 

de azul 

m.~ 

mi 
.ni 
mi 
ml 

de orpmo-fenal 

9) .- Solución madre de ;uul de Coomasic par·a tinción de 

prote1 nas en geles. 

Azul Coomas1e R25ú 

Agua destilada 

2.0 o 
200.0 ml 

10> .- Colorante de trabajo para tinción de protel nas. 

Sol. madt·e de A::ul Ccamasie 62.5 ml 

Metano! absolut.o :250.1) ml 

Ac • .ac:ét1co alac1al 51).1) ml 

Aoua destilada 137.5 ml 

11) .- Decolorante para gel l. 

Metano! absoluto 

Ac. acético alacial 

1~aua dr.:ist:. i 1 ada 

500.0 ml 

11)1).ú ml 

400.Í) ml 

121.- Decolorante para gel 11. (Soluci6n conservadora). 

Ac. acét1co alacia! 

Aoua aest i 1 ada 

17 
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c:hemical Co. 

13).- Marcadores de oeso molec.ular. MW-SOS-7ÓL de S1cima 

PROTEINf.lS 

Altu:im1na Dov1na 

OvalbQm1na 

Gl iceral dehl. do 3--fos-fato 

desh1drogenasa 

Anhidrasa carbónica 

rr· 1os1 nóoeno 

lnh1b1dor de tr1os1na 

Al-fa-lactoalbúmina 

KDa._ 

bb 

45 

36 

29 

24 

20.1 

14.2 

14).- Equipo para desarrollar la técnico. 

Equipo pil.ra electro-Foresis vertical Hoe-fer 

Sc1ent1~1c Inst.ruments. 

Fuente de poder para electro-fores1s Hoef=er 

Sc1ent1f1c Intruments. 

~· - Reactivos y equipo para desarrollar la técnica de 

t.rans-ferem:1a de oroteinas. fados los reactivos de Su:ima. Co. v solven­

tes de Baker. 

1).- Reaulador de trans-ferenc1a. 

Tri::<:ma base 

Gl1c1na 

Metanol absoluto 

Aoua b1dest1lada 

9.07 9 
4.:;.2 q 

600.(t mi 

241)(1.(1 ml 

2>. - Ti ne i6n de protel nas trans-fer idas. 

Tinta china tPel1kan1 

PBS 0.1M, Tween 2(1 al 

O. 3"1.. pH=7. 2 

18 

20.0 ul 

lú.ú ml 



3) .- EquipojJara'.-·desarroi1a·r la ·técñ_1ca. -

Cámc\ra de electrotrans-t!erenc·1a.. Hoet=er~ Sel~ 

Inst. 

FU~íite- de-ceder.~_ H0e+:ér ·sel·.; .rnst • 

.. ::--].~ -F:ª?.~1,"'~e,-· r;-¡t-·r·~ce·1~ló~i' -eie·.~ ·o.~5 ··mrcras 

, ·: ~.'._,_'_ -'._.:_~:.{;_' ;,· 

IJ:). - R~~ctiVos--y~-.~qÚÍpo. ·cara ·d~saf-r~lia;t:· la·­ de 

1nmunodetecc16n. Todos' !Os - re~ct1_vos d&-_Sicurla_. · Co~'-~.V · sO"i'Ve-ñt'es :de Baker. 

S.A. 

NaCl 

t<H2P04 

Na2HP04 12H20 

t;Cl 

Agua bidestilada hasta 

2>.- Reoulador de cloqueo 

Gelatina 

'~-.;.:.~/-

so.o 
-2.u 

:29.c:i g 

2.ú Q 

1000.0 ml 

6.25 

Disolver en 200 ml de aqua 01dest1lada caliente 

EDTA disódico 

PBS lOX 

TwPen 20 

Aqua bldest1l"da 

Ajustar el pH=7.3 

A-forar con a.qua 11asta 

4.54 

251).ú 

2.5 

1.5 

2.5 

ml 

mi 

L. 

L 

3>. - Regulador d1.? la.vcldo F'BS-1ween 20 al 0.1i'. 

PBS 10 X 101:,.0 ml 

1.0 ml 

Aaua destilada 900.0 ml 

1~ 



4> .- Sustrato o ara la oerox1dasa 

4-clo·ro-1-na.ftol 30.0 m9 

Metano! absoluto 10.0 ml 

PBS 1X 50.0 ml 

H202 so.o ul 

e). - Reactivos para la obtención de las protel nas de 

membrana eMterna <PME>. 

l J. - HEPES (Ac1do 2-N-hidro,: iet11 01oeraz1na 2-N-etano-­

sulfónicoJ. ú.útM. oH 7.4. 

2>.-

31.-

4>.-

HEPES 

Agua bidestilada 

A1ustar aH=7.4 

Aoua nasta 

HEPES 0.01M - tritón X-100 al 27. 

HEPES ú.úlM 

rr l tón x-101) 

Tris tH1dro:~1met11 metanoJ 

Jan diamino tetracetatol O.OSM, 

Tri ~ma b.::1se 

EDTA 

Aqua c11oestilada 

Ajustar el p!-1=7.B 

Aforat'" con aoua hasta 

2.3 Q 

900.0 ml 

101.)ú.O ml 

98.ú ml 

2.ú ml 

ú.úSM - t::DTt~ 

pH 7.8. 

tJ.o a 

1.8 g 

90.•) ml 

100.ú ml 

Tris 0.05M - EDTA 0.(1SM - tritón X-100 al 2i'. 

Tritón x-100 

Tris ú.ú5M - EOTA ú.OSM 

hasta aTorar 

20 

2.ú ml 

100.0 ml 

1et1-



- ' . . 
5). - ClorU.ro de Magnesio (MgC12>- lM. 

-· ,. . .. -

0) .. - R;~-~n~~·l~:asa~~~·d~·.A:~oer~°'~ L-lús cl&.wat:us. S1oma Co. 
::::·):;-\ :_-_;:. 

7). - oe·S~:n:_i_r:~·t;~~~~-~·~~S:.~ :-d~~~pan_~-,r~~'?- be.vino_. sigma co • 
. '-,- .'·-. - ,_ -· 

8). - React ~ve~:-~~:~~-· -~~~ :d·e~~·~~-! ~~-~-'!ó~ñ _d_~ pi~~e~ ~as par el 

método de'LOWl"V. 

p. - Reactivos para la inmuniz-acióri de-__ animales. 

lJ .- 01met:1l sulf'ó>nao. de_·s1arna .cnem1ca! Ca. 



B,- HETODOS 

1>.- Corservac10n 

trabajadas. 

crec1m1ento de las ,cecas bacterianas 

Todas las ceoas estudiadas fueron crec:1c:sas v traoajadas oor 

separado de la siguiente manera .. 

a>.- Las bacter1as se conservaron en tubos inclinados Que 

conten1 an base de ag.:.w sangre ~ en refigerac i6n. 

b>.- De un tubo con agar inclinado 5e torró una asada de 

bacteria • h1 za crecer caJas de petri agar de soya 

tr1ot 1casei net a 37 C oor 113 horas. 

e:) .. - Se inocularon dos tubos de ensaye Que contenian lC.1 

ml cada uno del media· du cultivo co1-respond1ente, y se deJaron 

a las cond1c1ones 6at1mas ac t:.cmoe1-atura v ttemoo cara cada 

bacteriana; como sigue: 

K..:__ pneumoniae cepa n1troaenasa oos1<.1va se n1;:0 

medio lES) sin ·f'uente de n1tr6aeno a temoeratura ambiente durante e in­

ca d1as. 

K:... pneumoniae ceua n1tr0Qenasa oas1t1va se n1:::0 crecer 

medio <EN> con fuente de ni tr69~no a 37 C durante e i neo hot·as. 

~ pneumoniae cepas n1trogenasa negativa se creció 

medio <EN> a 37 C durante cinco horas. 

Todas l~s demAs enterobactei-1as estudiadas <:;e hicieron 

crecer en calda de soya tripticase! na a 37 C durante 18 horas. 

d) .-Pasado el tiemoo de c:rec1m1cnto el contenido de los 

dos tubos (20ml) s.1rvi6 para inocular un matt·az: que contenJ.a 500 m.1 

de medio de cultivo correo:::;pondiente para cada bActc-ria. 

e).- Se cosechó el coltivo bacter·iano por centrifugación 

6000 rpm durante 20 minutos en una centrifuga So1·val l RC-5B. 

ClescartAnow,;C? el sobrenadante y obteniéndose el paquete celular-. 

e:J. - Tratamiento de la muestra par.:1 su analis1s electro-foré-

t1co. 
a>.- El paquete celular obtenido de la cosecha. se lavó 

~:-: .. ) 



tres veces con solución salina at',0.85'Y. por, centrifugación a 6000 rpm 

durante 20 minut-os. 

bf.- .El paquete celular Se ajUstó ·con--solué:ión salina- al 

t).857. a una densidad optica de o.a en un rotocolorimetro 

a 54(1 

c> .- Esta suSpenGión bactedana ajustada se dividió 

ali cuotas de 5 ml •• las cuales -t=uoron centr1.fuqadas a 3500 rom aurante 

25 minutos. 

d).- El 50brenadante fué de5cartado v el oaauete celular 

conservó congelación hasta su uso. 

e).- A cada tubo que contcn1 a el paquete celular le 

agregó 250 ul dC? reguladot· de> muestra 2X inmediatamente después 

colocó en baf'to de ¿\QUa h1rv1endo durante 10 minutos. 

'fJ .- La muestra -fué centr-1.fuqcula para el1m1nar restos 

celulares 9ruesos. 

qJ.- El sobrenadante obtenido corresoonde 

bacteriana usada en el aré.lisis electroforético. 

Para Mycobacterium tybercylosis la masa 

la . muestra 

bacteriana 

sometida a sonJcación cor 3U minutos: se obtuvo un e::tracto crudo. el 

cual se diluyó con requlacior Cle muest.ra lX volumen 

anal isis electr·o-forético. 

volumen oara 

3:J.- Electro-forés1s en oelec; ae oo11acr1lam1da en cond1c10-­

reductoras <PAGE-SDS>. 

Todos los geles .fueron preparados una concentración 

-final de acrilamida del 12i'.. con un grosor de 1.5 mm; utilizando el 

sistema de reguladores discontl nuos de Laemml i. <t!!S> 

a).- Se montó el aocu-at.o ae acuerdo las instrucc10-

nes del .fabricante oer-fect,,mente limpio y desE:c>ngrasado. 

b).- Se elaboró el qel separador meCliant.e la me:cla de 

los siguiP.ntes reactivos: 

23 



REACTIVO 

Sol. de mon6meros 

Tris i·.5M. oH=8.8 

ses al 1ox 
Aciua b_1dest1 lac:1a 

Persul~ato de amonio 

TEMED 

ml/gel 

12~0 

7 ~5 

0.6 

10.0 

0.2 

1).015 

e>.- Se vac16 ráo1damente la mezcla anterior entre las 

clacas de v1dr10 con la avuda de una Jer1noa. has1:.a 4 cm ·abaJo del borde 

superior e inmediatamente después se agregó una capa de agua bidestilada 

hac1éndola CIP.Sl1zarse suavemente. 

d).- Se dejó oue pol1mer1sara durante 

el gel concentrador se realizó de la siguiente 

REACTIVO 

Sol. de mon6meros 

Tris 0.5M. oH=6.8 

SOS al 10% 

Aciua btdesttlada 

Persul~ato de amonio 

TEMED 

ml/Qel 

l. 33 

2.5 

0.20 

b. lú 

0.07 

0.007 

minutos. 

e>.- La mezcla ~ué vaciada sobre el qel seoara~or va oo­

limeri:ado e inmediatamente despL~s se colocó el peine ciego o de diez 

carriles segú:n el caso y se dejó polimerizar durante unos minutos. 

T>.- Se montaron los oeles en el aoarato v se sellaron 

Presión evitando lp ~uga de liquides en la cámara. 

g > • - Se llenaron los tanQues regulador de 

corrimiento Y se c:oloc:aron las muestras en los carriles según el caso, 

se aplicó una corriente cons~ante de 15 mA na5ta oue la marca del 

Trente iónico penetrará en el gel separador para después aumentar la 

con·iente a 30 mA. 



4). - ElectrotransTarenc:ia de protel nas por la técnica de Tow-

bin uo, 

a.i:---Se humedecteron en l"P.tllll.:\dor de transferencia .3 

peda::os de papel -filtro -del mismo tam.:d"lo al igual que un peda;:o de papel 

de nitrocelulosa de o. 45 um de poro. 

bJ ;- Se tomó un casset.r.e ar.d aoarato de electrotrans-t-e-­

renc1a v se cclocO una E'!..iOOílJa tScotcn Br1te1 riumedec1aa sobre el 

mismo. Sobre la esponJa se coloc6 un pedazo de papel -filtro y sobre éste 

sa colocó el o~oeJ de n1trncPIL1losa. Sobro ~J n~oel de n1trnceluloscl 

coloc:ó el gel que conterú a las protc.>l nas ya separadas cor electro.for·cs1s 

teniP.ndo cuidado de no dejar atrapadas burbuJas é'ntre el gel y el papel. 

Se hicieron las marcas necesarias con un lAp1z y se colocaron 2 pedazos 

de papel -filtro sabre el gel. Enseguida se puso la otra parte del casse­

te y se cerró aorisianándolo .f1rmement.'='· 

c>.- Se colocó el cassette en la cámara de transferencia 

la cual cont.en!a el reoulador di:? t.ransferenc1a v se conect.at·on los elec­

trodos de tal mancr·e. que el cá.todo <polo negativo) quedéi del lado del 

gel. 

d).-- Se conectó el stst.ema la -fuente de oode1·. 

coloc."'ndo con·1entc de 100 mf'\. durante 12 horas. 

e>.- Las orotc!nc:is tr«:mst=cr1düs en el oaoeJ se oud1eron 

detectar~ como los marcadores de oeso molecular al oer tel'tidas con 

soluc16n de tinta cn1n~. 

5). - 1nm;.1nodetecc16n. 

a.>.- Las ocua:=os de oaoel de n1tr·ocelulosa las 

oroteinas transt=er1r::1.:1s de c.:i.ua colocaron reoulador- de 

bloqueo a 37 C durctnte :2 horas y después a 4 C toda la noche. 

b). - Dc'.ioués del bloqueo el papel recubrió una 

cantidad m1n1ma necP5ari<"- de rt:?guladnr de bloqueo Que conterúa el suero 

pr-oblema a ensayar diluido 1:50. y se incubó por 

desnués toda la noche r.\ 4 c. 

cJ.- Se lavó lú veceo con PBS-T 0.1%. 

hora 37 e 



d).- Se agregó Ltna cantidad minima necesaria del 

conjugado de perowidasa- IgG de cabra ant i-Ig teta.les hum'.anas"-0 de -ratón 

seQún el caso a la dl luc16n de 1: 1000 en reoUlado~_ - de -.. b1oot:~€'O .. v '.se 

incubó 2 horas a 37 C. ·.: -: . ·,·: 

e).- Se hicieron 7 lavados con· peS~.T ·~:.~-·~·· -~-e~p-~s 1(1 

lavados con PBS- sin Tween 20. ·:<-{~-.:~:· ·'.:·~_· __ ·: .. ,,_, 

·fl. - Se agregó el sustrato de la p"ér,oXidasa:: y-;se incubó 

hasta -la aparición de las bandas. 

01.- Se retiró el sustrato v se lavo con aoua de la 

llave y se dejó secar para su posterior anAlisis. 

t5.), - Obtención de la prote.1 na de 55 KDa. de K.:_ pneumoniae. 

<p55Kpl. 

Se tomaron tunos oaouet~ bacteriano de 

K.s_ pneymoniae tceoa nitroaenasa neo~ttvaJ. oroven1entes de 

s1ón bacter1ana ajustada a una o. O. de !). 8 en un volumen ele 5 ml. al 

cual se le agregó 250 ul de regulador de muestra 2X. Se agitó v 

colocó en b~o Maria dur·ante 15 minutos. 

bJ .- 5e me::cló cil contenido de cadu tutio naciendo 

total de 500 ul de muestra. 

cJ.- Los 500 ul de muestra -fueron colocados 

con oe1ne c1eoo de tamaf'lo de 14::16 cm. de 1.5 mm de orosor \,:i.l 12%> 

su corr-1miento electt·o-forético. 

Qel 

d) .- Las afot~inas conten1uas en el Qcl -fueron trans+:e-

r1das a un papel de n1trocelulosa , 

e).- La porción del papel que conterúa las protei nas. 

-fué cor-tada en ambos entremos en pequef'ias ti ras para poder· detectar por· 

medio de una inmunoaetecc16n la 055~-.P. ut1lt:'.ando Ltn suero de r·esouesta 

intensa pat·a esta prote1 na. 

-f). - Una vez dC?tectada !:?Sta b<tnCla. amtJas t l ras -fueron 

per-FectamC?nte bien centradas junto al papel de donde or·oven1 an. para 

cortar el -fragmento de papel oue conten1a a esta proteina. 

g) .- Este -frac_¡mer.to de paoel -fué disuelto 

dimetil SLtl-fóHido y guardado on congelación hasta su uso. 

2b 

ml. de 



El procedimionto anterior -fué hecho hasta. obtener. un -total de 

8 fragmuntos de gel los cuaJas 

sulfó::ido. 

disolvieron en 7 ml ·de: dim~til 

?J.- lnmuniznci6n de anaimales. 

El siguiente esquema de_ inmuni::ación estA .basa_do 'e·n e,l"~t·rabaj.o -

presentado por MinorLI Ogasawara. u71. Cons1oeranc:10 oue: 

-- Una T=racc16n Clc onl eQuivale a un - .fraomenc.o de o-c\pe1 de 

n1trocelulosa QLte contiene la p5Sl<P. 

-- En 7 ml de dimetil sL1lfOKido (OMS> se encuentran disuel­

tos 9 -fragmentos de papel de nitrocelulosa Que contienen la pSSKP. 

LOTE 
No. de 
ratones 

1 (3) 

Il C6> 

111 (3) 

IV t4J 

E:SUUEMI.'\ DE 1 MMUN I ZAC 1 01\1 DE RfHONES 

Dosis total 
del Ag. en 

Cfrür.:cioncs de gel> 

(J.30 

O.bú 

1.00 

lml de (DMS> por ratónJ 
lra. 

Inmunización 
Dia O 

(1.131 

o. 2bt.I 

0.430 

2du. 
lnmuni::aci6n 

Dia 15 

0.131 

ü.2bl) 

0.430 

~os r~tones ~ucron sangrados una semana después de la segunda 
inmunización (dia 22>. 

8.). - Obtenc i6n de orot:.ei nas de memtirana externa tPME>. 

s~ s1qL116 ~l métnao ctn Scnnaitman con alqunas motJi·fic.:\c1ont:!s; 

ft-a1, Trabajandose can ~ pneumoniae cepa. nitrogenasa negativo. 

aJ.- Del oaaL1ete bac:tnrtano orev1amento <.:osech.:tdo v lava­

do .3 veces con soluc i6n salina al O. 85%, se tomo una por-e ión para ser i-e 

suspendido en HEPES Q.01M {pH=7.4> hasta dar un.a densidad óptica de 1.0 

C?O un -fotocolorlmetro n 54(1 nm. 
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b>.-Un volumén de 250 ml de esta suspens16n se sometió a 

!2onicac:ión durante 25 minutos en un son1cador tHeat Svstems Son1CCltOrJ 

a intervalos de 5 minutos obteniéndose una disminuc:ión de la n.o. a (1.4. 

e) .. - Rotas Ja c:élui..:\s se centrifLtgó 3 vec:es 

durante 10 min .. para eliminar las bac:t.eri.:l.s completas.. El sobrenadante 

obtenido cor1·esoonde al e:{tracto cruao al CL1al le aoreoaron las 

soluciones de ribonucleasa. deso>:irr·ibonucleasa y de l :' golas de 

solución de MgC12 1M por cada 10 m1 de suspen5tón. dejando •:;\Ctudr 

estas em:imas dur·ante 15 minutos a 37 C. 

d) .- El extracto crudo ~e centrifugó u 150.0üO g por· 45 

min. a 4 C en una centr!ruoa 8ecl".man L8-8(1 oar2\ 1 .. , obt:enc16n de li\s 

envolturas celularc>s. el sobren.:1dante canten! a las prote! nas c1topl~i.smA­

ticas. 

e).- El sedimento se resuspendi6 en HEPES 0.01M-trit6n 

X-1-- al 2%.. Se homog1:?niz6 en un potter y se centrifugó a l'I0,000 g por 

45 minutos a 4 C con el -Fin de solubi l izar 1 as p~ote! nas de la membran~ 

citoplá.sm1ca • 

.f).- El sedimento se resuspC?ndió en tr·1s 0.05M-EDTA (IJ15M 

tritón X-100 al 2%. Se homogenizó en un potter y se incubó a 37 

15 minutos an una estuTa con el ·fin de solubilizar las PME. 

e por 

g).- Posteriormente se centri-fugó 140.(100 g por 45 

minutos a :S.7 C y se conservó el sobrc>nadante oue corf'"e5oonde a las PME 

solubilizadas en tritón -X-100-EOTA. 

h>. - Se deter-m100 la conc:entrac ión d.,. prot:e! nas de las 

Tracciones obtenidas en cada paso por el método de Lowrv. 

i) .- Para su aná.lisis elec:troforét1c:o las f-racciones de 

prote! nas de: citoplasma. de membrana citoplasmática v de membt·ana 

externa, fueron precipitadas con 6 volumenes de acetona fr! a de.iá.ndolas 

por 12 horas a -20 C. 

j). > Posteriormente se centri,:...;;6 a 1:?.000 g durante 1~ 

minutos a 4 C Obteniéndose Ltn orecio1tado el cual 1~uc.> solLtb1l1.z:ado con 

cierta cantidad de regulador de muestra 1X para obtener una concent.r·~--­

ción final de 1 mq/ml. 
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kl. - Las muestr.:ts -fueron eolaeadas en bc'.lf'(o Mari a durante 

5 minutoo; e _inmediatamente fuer·on guardadas 

poster1ot"" uso. 

c:ongelación Pa,...-a 

9).- Se real1zar"on inmunoeletrotransrerenc1as ccn·d1versas 

combinaciones de variables para estudiar las propiedades: i-nmunoló.;_ 

gicas de ra p55KP. 
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RESULTAIJOS 

Todas las -figuras que se muestran a continuación correspon-­

den a las electroforesis en geles de poliacr1lamida e inmunodet~cciones 

desarrolladas p~ra el estudio inmunológico de la p55Kp. 
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Se in1c1ó el estLldto inmunolóo1co de la 055 hci.c:t~l'ldo crec.er -las dos 

c::epas di-fer-entes de Klebsiella pneumoniae <Nasa y Nasa- -> en 

dif-erentes medios: Media pobre sin -f1.1ente de nitrógeno <ES>, medio c:on 

.fuente de ni tr6gEmo <EN> y mi:? dio rice Cal da Soya Tr ipt icasel na <~ST>". ,El 

aatrón e!ectro.forét1co tF1aura No. 1 J muestra aue existe CJli=erencia - en 

el conten1dci orate1co de ambas ceoas IJacterian<ls. La Tioura No. :2 

muestra que la p55 está presente en amb.cls cepas. 

Fioura No • .r. Patrón electro-forético de Klebsiella 
pneumoniae <l<.oJ tNasa + v Nasa -J crecida en CJ1.fe 
rentes medios de cultivo. 

Carril A Ko. Nasa. necat1vo Ct"P.CiClñ en medio E:N 
Carril B Kp. Nasa. positivo cree ida en medio EN 
Carril e Ko. Nu5a. IJOSitiVO crecida en medio t:S 
Cñrril D Kp. Nasa. positivo crecida en medio <CSTJ 
Carril E Ko. Nasa. neoat1vo crec:1e1a en mea10 ~CST J 
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Fi.gura Ho. 2. lnmunocetec:c ión de !a o55Ko con e! 
suero de h1.1mano de respuesta intensa en cepas de 
Klebsiella pneumopiae tkol (Nasa + v Nasa -1 creci­
da en di~er·ente~ medios. 

Carril ! Marcadores de ceso molecular 

Carril Aal D 

Carril E al H 

Carril A y E Kp. 
Carril B V F Ko. 

Carril o V H Kp. 

Carril e y G KO. 

Sueros 
Suero de humano 
intensa 

Su~ro de humano 
Ceb1l 

Extrae to 
Nasa negativo crecida 
Nasa neoat1vo crecida 
<CST> 
Nasa oositivo crecida 
<CSTJ 
Nasa oos1t1vo crecida 
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Por otra par-te la lnrnuncgenicidad de la p55 en 1·atones -fLté 

comorobaO'a cor la. t:écn1c~ de lnmunoelec.trotrans-ft!renc1a llE.TJ. LOS 

sueros de los ratones que respond1e1·on a la lnmun1zaciOn mostraron una 

intensa banda dP rec:onoc1m1ento después de la inmun1zac:ión c:on 

los sueros pre1nmLtnes (Figura No. 3>. La tabla I re5ume los resultados 

de las diferentes lotes de inmunización util1o:ados para este prop6'5ito. 

El '5Ltero obtenido de estos ratones s1rv16 reactivo (denomin.:ldo 

suero ae ratón Ant1-055J cara !os s1ou1entes e11oer1mentos. 

KOa 

i--- p55 66 - -· 
as_ 

! •a D 

Ftgura No. 3. Inmonaaen1c1dad ce 1a o55Ko en 
ratones comprobada por la técnica de IET. 

Sueros 
Carril A y B Suero de ratón inmunizado 
Carri 1 C y 0 Suero de ratón preuimLtnune 

Extracto 
Carril A,B,C y D. Kp. Nasa. negativo. 
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Tabla [. Resultados de ta inmunizacion de ratones por vía 
Lntraperitoru!'al, con los fragmentos ~ papel de nitrocelulosa q'US' 
contenia la p55/(p. 

Dosis total Hvrnaro de 
Lott1 dal antig•no en ratones 

/racc iones do gel que rt1spondieron 

0.3 1 DE 3 

2 0.6 4 DE 6 

3 1.0 2 DE 3 

4 o.o 0 DE4 

Se encontró que un anticuerpo monoclonal Ant1-Bp HSP reconoció a la 

p55 .de igual manera quE!' el suero humano de respuesta intensa y el suero 

de ratón Anti-p55 <Figura No.4l. Ohtenido este resultado buscó la 

inmunadetección par el monoclonal de ésta misma prote1 na en e>ttracto 

total de Hycobacteriym t.uberculos!s. La Figura No. 5 muestra que no estA 

Presente la .~55 en esta bacteria y la ~1gura No. 6 comprueba la 

e>:istencia de protei nas en el extracto total de Mveobacterium 

t.ubercul osi s. 
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Ftgura No. 4. Reconoc1m1ento cie la o55Ko. cor 
di.ferentes sueros en e>:tracto total de Klebsiella 
pneumoniae Nasa neoat1vo. 

Sueros 
Carril A y B Suero humano con respuesta intensa 
Carril C y D Suero de ratón anti-p55Kp. 
Ca..-ril E y F Anticuerpo monoclonal anti-BP SHP. 
Carril G y H Suero de ratón preinmunune. 
Carril 1 y J Suero de humano con respuesta debil. 

Extracto 
Carril A,B,C~D~E,F,G,H,I y J Kp. Nasa. negativa. 



Figura • No. 5. ?"\u sene 1a de p55Kp 

t.uberculosis. 

Suero 
Carril A,B y C Anticuel"PO monoclonal anti-BP HSP. 

Extracto 
Carril A y 0 Mycobacterium t.uberculosis. 
Carril C Kleb::iella pneumoniae. 



---

Ftoura No. 6. Patrón electroforético 
~uberculo~is y ~ pneumoniae. 

Carril A K:.., pneumoniae 
Carril By C tL..., ~uberculosis. 

3B 



Cada una de las cntet"obac:tet"1as trabajadas presentó patrón 

electroforético di-ferente <Figura No. 7); 'ºr lo que se buscó en todas 

estas b~cterias la p55. la cual +Lté inmunodetectada tanto con el 

monoclonal como con el suF?ro dt=- ratón Ant1-p55 en toda!:i las bacte,.ias 

ensayadas. <Figura No. 8J. 

Ftgura. No. 7, F'atrón electr·o·Forét1ca de las En­
terobacterias. se obsorva }M d1~orenc1a el con­
tenido proteico dQ cada bactnr·1u. 

Carri 1 
Carril 
~ 
Carril 
Carril 
Carril 
Carril 

A~~ 
B Enlerobacler agglomerans 
e Salmonella hYE.h!. 
D Salmonella ~himurium 
E ~Soonel 
F ~ enlerocolllica 
G Kz.... pneumc!nl ae. 
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FLgura No. B. Detección de la 055 cor el mono­
clonal y suero de ratón Anti-p55 en todas las ente­
terobacterias ensayadas utilizando la técnica de 
IET. 

Sueros 
CArril A al G Suero de ratón Anti-p55 
Carril H al N Anticuerpo monoclonal Anti-Be HSP 

l:.4 xtracto 
Carr o y N ~~ 
Carr F y L §.... &:iEh!. 
Carr e 1 ~ t. l!J2bi mur: i um 
Carr B ·Y J Shigella sonnei 
Carr E y M Ent.erobact.er ~gglomerans 
Carr A y k Yersinia ent.erocolit.ica 
Carr G y H ~ pneymoni ae. 
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Otro exoerimcnto planteado para· este trAbajo -fué la obtem:i6n de 

las -fracciones orotétcas t1e las d1-feren"tt?.o'5 como.:1.rt1men"tos celulares 

bacterianos. la Figura No. 9 muestra el patr·6n electroforét leo de estus 

Tracciones:; la p55 -fué detectada por el suero de ratón anti-p55 la~. 

-fracc1ories p,.ot61cas de : Citoplasma, Membrana citoplas~t1ca y total 

de Ks..._ pneyrrpoiae. pero no en la fracción proté1ca de la membrana externa 

F1guro.1 No. 10. 

F(gu.ra No. 9 Patrón electroforético de las 
fracciones proté1cas celulares de K,_ pneumoniae. 

Carril 
Carr·i 1 
Carr·il 
Carril 
Carril 
Carril 

A 
B 

C V F 
D 
E 
G 

Marcadores de oeso molecular 
Proteinas c1toplasmi.ticas 
E>:tracto to~al de K..:.... pnqumonia,e 
Protei nall de «'lembrana citop1.asmAtica 
Pratci nas de membrana e>:terna. 
Sedimento sobrante. 
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Ftgura No. ro. lnmunodetec:ci6n de la p551<p en los 
diferentes compartimientos celulares de ~ pneumo-­
oiae por el suero de ratón Anti-p55. 

Suero 
Carril A,B,C,D~F y G Suero de ratón anti-p55Kp. 

Carr 
Carr 
Carr 
Carr 
Caf".'r 

A y E 
B y F 

e 
D 
G 

Extracto 
Protelnas citoplasmAticas 
Extracto total de ~ pneumoniae 
Protelnas de membrana citoplasm:..tica 
Protelnas de membrana externa. 
Sedimento sobrante. 
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DISCUSION 

Este trabaJo es la cont1nuac16n de un provecto aue P.sta 

desarrollando en el Laboratorio de lnmunoauim1ca I del Depto. de lnmLtno­

loQ1a de la E .. N.C.B .. del LP.N •• Estos est.Ltdios t.rat.i\n de encontrar una 

relación inmunológica entre las oroteinas de~ pnuomoniae y la Espand1-

l1t1s Anauilosante. Los re9Ultadcs obten1dos mediante el an.1.l1sis oor 

inmunoelectrotranferenc1a han demostrada oue prote1 na de 

K.:_ pneumoniae de aorox1mac:1amente 55 ~-Da es r·econoc1da inten5amente oor 

sueros de sujetos portadores del antigeno Hl.A-E!'.27 sin importar si la 

cep~ bacteriana ensayada presenta o no la actividad de f1Jación del 

ni tr69eno. <1?.tc> Estos ha 1 !a::oos se oponen forma indirecta 

la hipótesis del mimetismo molecular ;.ipovada en la similitud antigénica 

entre la en~ima nitrogenasa de K.:... pouemoni~q Y el anti geno HLA-B27 

que reportan algunos autores. <20,2s,U), Stn embarco la alta asoc1ac16n 

entre 1 a EA y al anti geno HLA-B27 cz21,z4,z::n nos oadr1 a ar l entar 

para relacionar est.A protel na <p55Vp) con la en:fel"'medad. 

A cont1nuac16n se discuten la~ resultaClos obten1Clos rt~ Los 

.estudios inmunológicos para la p55l(p, 

La -f1oura No.1 indica e:nsten d1-ferenc1as Qn el 

con'ten1do ora'té1co de una misma ceca bac'ter1ana cuanoo es crecida 

medio de cultivo diferente, lo cual nos llevó a pensar- oue e iertas 

condic1anes de cultivo posiblemente la p55~p podrla estar o no presente~ 

sin embargo al analizar los resultados oue nos muestra la ·Figura No.2 se 

abser·va oue la a55Kp siemore se encuentra en la' bacteria. que ec;:;t.a 

-fué reconocida oor el suero can resouest.a intensa c11 bacterias crec1das 
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en los tre.-oo medios di-Ferentes, ademas se puede observar que la p55Kp 

no tiene relac16n con la activ1dad de -Fijación del nitrógeno~ porQue 

tanto en cenas nitrogenasa positivas nitrogenasa negativas f-ué 

detectada. Estos resultados nos indican que la p55Kp no la enzima 

nitrogenasa y Que ésta corresponde a una protelna constitutiva de la 

bacteria. 

Por otro lado al ser orotlada la inmunooen1c1dad de la o55Ko; 

encontt·6 Que esta protel na al ser inoculada en ratones por v! a intra­

per1toneal. tndLtce la producción de ant1cueroos ant:1-055Kp los cuales 

-fueron detectados por- inmLtnodetecci6n, (el resultado se muestra la 

-Figura No. 3). Para esto .fueron probadas tres dosis diTerentes de ant!-

geno para la inmun1:::aci6n, y no se encontró diTer~nc1a ,:¡,lguna entre 

estas va Que la muvnr!a de los ratones tuvieron una Duena r·esouesta de 

ant1cueroos como se cuece observar en la tabla !. Oetndo a aue se traDa-

JÓ con una ceca abierta de ratones; y Que se maneJaran muy peouei"ias 

cantidades de ant!geno para la inmuni:::ación, algL1nos ratones 

respond1 et·on. 

Con lo anterior se demostró que la p55Kp es un buen inmurógeno 

en ratones lo cual indica Que esta prote! na posiblemente este 

involucrada en los Procesos inmunológicos de la EA; basándose QLle 

algunos autores han encontrado que sueros de pacientes espondil!ticos 

presentan una hipergamaglobL1lemia c:on anticuerpos dirigidos contra K.:.._. 

pneumoni ae. 126,Z?> 

Por otra parte se trabaJ6 con anticuerpo monoclona) 

<anti-BPHSP) • que reL.:.~rice a una pr-otei na de choque térmico de 63 KDa de 

Bordelella perlussls. la cual orescnta s1m1litud estructural 
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el grupo de l.:t~ prot~1 nas de choque térmico de GroEJ. de ~ ~«Z&) 

Este anticuerpo monoclonal al igual que el suero de ratori anti-p55kp 

el SLIP.ro humano can rcaspuesta intensa. se eni=rentñron con extrae-to tota1 

observó que el anticuerpo 

monoclonal reconoció a la mi5ma prote! na que es r~conocida pat· los 

sueros ant i-p55/<,p do- humano y de ratón, como se en la ~igura No.4. 

E~te cruce ant1oén1co ~ntr~ P.I ant1cueroo monee lona! 

lc\nt1 -BPHSP} v la o55Ko.: nos 1 Jeva a censar la o55Kp oostbJemente 

corrosponda a una prote! na de choque térmico de K.:_ poeurnon! ae; aunoue en 

los r-esultados anter1or"et1 

tutiva de la bacteria. no 

demostr·o que p551<p es una orote1na const1-­

descarta la pos1bilidad de que sea de cho--

que térmico va que ciertos autores nan detectado la ono>senct.a de. estas 

oroteinas aún en céluJa5 estresadas: como es el caso de la HSP60 

de ~ E2.!.!. que en condtc1ones normales de crec1m1ento se encuentra en 

1.6X del total de oroteinas celulares. aumentando 15X cuando esta 

bacteria es estresada. 1z?,SO> Aciemá.s ot:rA de> las carac:ter!st1ca cte las 

HSPs es l<J dc:o ser ant!genos altamente 1nmunogénicos (ant!genos inmu­

nodominantesJ; <•t.az> caracterist1c:a t0ént1ca de Ja o55Ko que de-­

mostró c:on Jos an1males trabajaoos. 

Varios estudios demuestran la respuesta inmunológica hacia las 

HSPs especialmente las QLte corresponde a la -familia de HSP60 Que se han 

encontrado involucradan 1::it·incipalmente en la patogénes1s de las en-ferme­

dades in-flamatorias crónicas. Una HSP de 60 KDa de~ burqdorrer1 

se asocia con la at·trit1s Lvme. 139> La artr1t1s reumototde <AR1 

humano y artritis por adyuvante en ratas (c:omo modelo animal en el 

labor~tor101 son las mAs estudtaaas actu0Jmente: ha encontrado Que 
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Lm..=i. protel na. f'JUF.o ,_orr 8Sponde a la fami l 1a de HSP6ú. Cprote1 na de 65 KDa 

de Hycobacterium tuberculosis) prov~~~ la proli+erac16n de células T con 

receptor gi\rnmi't " delta de pacientes con AR Y de personas historia 

cli n1ca de tuberc:ulos1s.cso.~u .• 9•,s~> Ahora tnen la CA 135 una en.f~rmE-dad 

in-fla.mator1a crónica cuya etiología es desconocida. pero asoc1ao.:i a -fac-

tores genéticos ambientales; uno má.s de estos 

ambjentales considerados ha$td el momento podemos agregar 

-factores 

la D55kp 

como una protci na ue choaue té-rm1co aue ouede desencadr.!n.?ir· resoue'5"ta 

auto1nmune por mimut1smo moleL:ulat" oan:.>cida a la HSP65 df? Mycobacterium 

tuberculosis QLlf:> aener-.:1 Ja cn--c.r 1t is cor advuvante< en r <ltas v li\ AR 

humanos. de IQLl<-ll m.:-1n12r·a la 055/~o ourdc;> qcnet·ar lci C:A E:>n hum.o1nc. 

La p551<p la podemos incluir como un m1embr-o rt.!s de la fam1 J ia 

de HSP60 por compartir· s1mil1tud antii;:iénica y tam.:J"io con el grupo de 

las prote.t nas Paree idas groEL de ~ 5:..Q.!.!.. '"º) Aunoue o55~~D e~ 

di-ferente antii]én1camente con la HSP de 65 !<Da de M. tuberculosis (qL1e 

pertenece a esta misma -familia), ~omn lo mue~t1-~r1 las ~1guras Nos. 5 v b 

no se pued~ descartat· la posibi l 1dad de> oue esta protol na t~nga. el mismo 

oacel en la aenerac:16n de la en-fi:>r·medad auto1nmune como oos1blemC?n-c.e sea 

la E.A. 

aparte de la K.,_ pneumoniae, se encuontran relacionadas también con la 

EA y el anti geno HLA-B27, como son: Yersinia enterocolilica<~ll?> Shigella 

f'lemeri .<6.B&> y ~ !i.2!.!..• <6) entre otras. Esta asoc1ac16n basa 

los cruces ant 1gén1cos que presentan ciertas Protei nas de estas 

bacterias con ant 1cuercos monoclonales ant1-HLA-B27 <B27Ml y B27M2>. La 

-figura No. 7 muestra la di-ferenc1a entre los patrones eleCtro-foréticos 
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proté1cos de las bactenas: &:._col!. Salmonella. !::.mh..!.· §.:.... tyohimurium. 

~ sonnei. Enterobacter agglomerans. Yersinia enterocolitica v K.:... 

pneumoniae: las cuilles se E:>n-frentaron con )o<:oi sueros de rat.ón ant1-p55ko 

v el ant1cueroo monoclonal anti-BPHSP oat·a comorobar si la o55kp 

común en las Uemas bacterias de la ~amil1a la que pertenece ~ 

pneumoniae. Lit 1:1our-a No. 8 muestr.:1 aue oSSt::.o es det.~r:tada tc1n'to con el 

anticuerpo monoclonal el su~r-o.de ratón ~nt1-p55Kp en todas las 

bacter-1as ~ntes mcnc1onadas; lo cu~l demuestr-a que l~ p55Kp 

cons~1-vada en la mavorla de las oact.er1as QUe pertenecen la familia 

Enter-obac:ter-1ac1:?ae: car·ilcteri~t1ca común de las rirotP-1 nas de choc:iue 

térmico. cH,ao.su Ademas este resu l t~"ldo aseme Ja al recortado Por 

Bohcmen y cols.14•> donen:~ obtlenen reacción cruzada entre enterobacte-­

rias nac1a una orate! na de aoroMimadamente .35 KDa de las membranas 

extern~s de ést~s bacterias. Con estos resultados no cedemos nescartar 

La po91b1lidad de éstas enterot1actP.r1as se Pncuentren relacionadas 

directamente al iquül oue ~ pneumoniae en el or·oc:eso patológico de lci 

E.A.; yci que_estudios epiciemiol6g1cos han comorobado el aislamiento de 

estas bacter1as en pacientes con E.A e&. 

Por otro lado un resultado m:i.s que apova que p551<p es una Pt"o­

tc! na de choque térmico. es Que ésta protelna s~ encuentra en citoplas-

ma v membran01 citor.il<"Smá.tica v memtirana e::terna como lo muestran 

las ·flQ\..Wa~ Nos.'7 v ¡!).Las HSPs M<"I Pncontr-.;i.do oue real l zan .funciones 

.fisiológicas citoplá.sm1cas c9o> v no como orot.P.inas estr•Jcturales de las 

bacti:!I" 1as. 

Por Cltimo tomando en cuenta los resultadas de este t.1·atJaJO 

de otros autores~ se presenta a continuación una hip6tesis que puede 
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e>:ol1car 1.:i et101oo1a de EA considerando lo s101..11ente: 

-- La p55Kp como una prote! na de choque té .. rm1co 

-- El ~actor mod1-F1c:ante 11berado por algunas cepas oe ~ 

pneymoniae 

-- El antígeno HLA-827 como un antígeno artritogén1co 

Algunos BLttores reoortan un -Factor proté1c:o obtenido del 

sobrenadante de los cultivos de algunas cepas de ~ pneumoniae oue 

ce>.paz de madi-Ficar linfocitos T <B27 Positivos> oe persona~ 

para hacerlos susceot10Jes al lQLla! oue !os 11n-foc1tos r (827 oos1tivosJ 

de pacientes con EA, a la lisis por complemento cuando es agregado 

anticuerpo anti-tf...:_ pneumoniae.<30,99,40) La capacidad de !1be1·ar dlctlo 

factor por las bo.;ctew ias ~e encuentra c:odi-ficado por plá.smido. f.UJ 

Este factor modi-Fica a los 11n-Foc1tos T mediante un proceso metñtólica-

mente activo. involucrando la si ntesis de protei nas. (42> Esto nos 1 leva 

a pensar que este -Factor puede en algún momento inducir la sJ ntes1s de 

proteínas de choQLte térmico en las células del hosoedoro las cuáles 

pueden estar asociadas gerát1camente al ant19eno HLA-8:'7 190): Li\s 

proteinas de estas células por ser de choque térmico Pueden cnmpartir 

similitud antigén1ca con la'"' prote! nas de choqu~- tér·m1co de ciertos 

microoroani smos infec:tantes da neo como ··esul tado el desencadenamiento de 

una re~pLtesta auto1 nmune. 

Aun falta mucho QUP. dernostar para la comorobac16n de esta hio6 

tesis por lo que se SL1g1er·é que para acercarse r.-ás a esta. ~e real1c:en 

estudios par~ bLtscar la p55Kp en células sinoviales de pacientes espon­

d111 t icos portadores del .J.nti geno HLA-B27. 
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CONCLUSIONES 

ESTA 
Sf\UR 

TESIS 
DE U\ 

"º nm B!BLIOTECh 

-- La alta inmunogenic1dad en ratones de la p55Kp, el cruce 

ant1gén1co con la HSP de~ per\.ussis. la conservación de ésta protei na 

en la ramilia EnterobactPr1aceae y la localización la bacteria en 

s1t1os caract.ertst:.1c::os de 1~,s HSPs. h.:~cP.n canclu1r la c55t<c es una 

pr-ote! na de choQuo t6rm1co. 

-- Esta arot.eina ouede ser aoruoad~.en la 1;am1l1a de las"HSP60 

oor presentar un cesa molecular de aorox1madamente de 55 KOa. 

La p551<p como protei na de choque térmico p1..1ede ;ugar un papel 

imoortantc en el dese>ncadenam1ento de una in.ipropiada respuesta duto1n-­

mune contr? proteinas que presentan sim1l1tutJ ~ntigénicai como pueden 

.:;er protel nas de células de personas espondi 11 t icas por·t.adoras del 

a.nt1 CJP.no HLA-827 ª 
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