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RESU1EN 

La espondilitis anquilosante CEA> es una enfermedad 
inflamatoria crOnica, que afecta la regiOn sacrolumbar 
causando desde fibrosis hasta anquilosis de las vértebras. La 
etiologta de la EA es desconocida, pero se ha demostrado muy 
claramente que e~iste una fuerte asosiac10n entre la 
enfermedad y la presencia del marcador genético HLA-927. Sin 
embargo, fsta asociaciOn no explica la existencia de 
pacientes con EA y que no son 927 y que no todos los 827 
padecen de EA. Debido a ésto se ha sugerido que existen 
factores ambientales que pudieran junto con el marcador 
genético, ser responsables de la etiologta de la enfermedad. 
Entre estos factores se han mencionado a infecciones 
entéricas por bacterias gram neg~tiva5, de los oeneros 
Klebsiella, Versinia. ~. Se ha mencionado que existe 
mimetismo molécular bién descrito entre la nitrogenasa de 
Klebsiella oneumoniae y la molécula 827. 

En un trabajo previo se encentro un reconocimiento 
diferencial para una prote!na de ~~ KDa definida como p55, 
por pacientes HLA-827+1 en el presente trabajo se corroboro 
si esta diferenciaciOn se da en un grupo mayor de pacientes y 
se1 no estaba en relaciOn con el cuadro clfnicor se 
caracterizo a la pS~ creciendo a las bacterias en diferentes 
medios de cultivo E-, E+ y caldo soya trtpticasetna, por los 
resultados obtenidos se excluye la posibilidad de que p55 se 
encuentra relacionada con los mecanismos de fijaciOn de 
nitrOgeno. 

Se determino que pS5 se expresaba en otros géneros 
enterobacterianos bajo la9 mismas condiciones de cultivo 
trabajadas previamente. Se realizo un anAlisis para la 
respuesta de anticuerpos de pacientes frente a patrones 
electroforéticos de cepas aisladas en sus propias hecesJ 
tambi~n se detecto en un considerable porcentaje 60Y. la 
presencia de pSS, y el anticuerpo que la reconoce es de clase 
lgG lo que implica respuesta secundaria y ststfmica, la cual 
involucra a las celulas T. 

El anAlisis se hizo mediante la tfcnica de lET 
utilizando como ant!genos extractos totales de bacterias. 

Se concluye que la p55 de alQuna manera se relaciona con 
la preu~ncia del HLA-827, no estA en relaciOn con el cuadro 



clfnico, la p5~ no encuentra relacionada con la 
nitrogenasa, 5e expresa en otros g•neros enterobacterianos y 
el anticuerpo que la reconoce es de clase IgG lo que implica 
respuesta secundaria por estimulo sistémico. 

6 



INTBQD\JCCI !!N 

La Espond1lit1s anquilosante CEA>, es una enfermedad 
inflamatoria crOnica, de etiologfa desconocida, que afecta a 
las articulaciones, entesis a~iales y periféricas, originando 
osteftis e invasiOn de cartflagos causando metaplasia y 
ostficaciOnJ forma parte de las espondiloartropat!as 
seronegativas <1-6> J las cuales incluyen diversas 
enfermedades artrfticas que tienen en comOn la ausencia del 
factor reumatoide Cl,2-4>,las caracterlsticas generales de 
estas enfermedades sena 

frecuentes• 

- Sacroil11tis con o sin espondilitis. 
lnflamaciOn articular periférica. 

- Ausencia de anticuerpos anti-nucleares. 
- Ausencia de nOdulos reumatoides. 
- Tendencia a la agregaciOn familiar. 

Menos frec:uente1 

Infl&maciOn ocular como iritis aguda o conjuntivitis. 
- Anormalidades cardiacas como aortitis. 

Las Espondiliartropatlas seronegativas importantes eonr 

- Espondilitis anquilosante EA Cmayor importancia cllnica>. 
- Artropatla psoriAtica. 
- Stndrome de Reiter o Artritis reactiva. 
- Artropatta juvenil crOnica. 
- Colitis ulcerativa crOnica. 

Enfermedad de Whipple. 
- Enfermedad de Crohn. 
- Uveltis anterior aguda. 
- Enfermedad de Behcet. 

Se reconoce que la EA es una entidad que se expresa 
cllnicamente en varias formas, dependiendo de cierto5 
factores entre los que se encuentran• 
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~ ~La poblacton mestiza me~tcana con EA posee 
cterta9 particularidades entre las que se encuentran un alto 
porcentaje de enfermos menores de 16 años, con inicio de la 
stntomatolo9!a1 asf como una notable afectación de las 
articulaciones perif~ricas que la hacen diferente a la 
observad~ en otros grupos raciales <3,B,9>. Por lo que la EA 
se ha clasificado en juvenil y del adulto de acuerdo con. l• 
apariciOn inicial de sfntomas, antes o despu~s de 16 años 
C6,lO>. La EA juvenil no difiere de la del adulto en caso9 
avanzados, pero al inicio tiene diferencias significativas en 
cuanto a su e~presiOn, gravedad, asosiaciOn con fenotipos de 
Qlioxilasa, etc <7,B>. 

Presencia Q ausenct a ~ t:lb..a. f!-27: Se> ha establecido una 
predt.spq.stciOn qen•ttca asociada a este anttgeno, por lo que 
se implica a este en la p~tog~nesis de la enfermedad, sin 
haber determinado de maner~ precisa la etiologta de e~ta 

u, 11 .. 12>. 

~ ambtentale~a Dentro de estos se encuentran las 
irlfecctones por mi crooroani smos gram negativos 
(enterobacterias> de los géneros Klebsiella, ~, 
~ ~ Salmgnella C3>1 los cuales de alguna manera 
favorecen la respuesta anormal, dando como result•do la 
enfermedad <1-4>. Influye tambi•n ~l 5exo, puea la enfermedad 
se presenta con mayor ~recuencia en hombres que en mujeres,en 
retaciOn de 911 aproximadamente (4). 
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ESPONDILITIS ANQUILOSANTE 

El término Espondilitis Anquilosante <EA>. deriva del 
griego spondylos que significa vértebra v ankylos cuyo 
significado es. soldar o fundir~ es decir vértebras 
fusionadas. La fibrosis, asi como la anquilosis, son 
consecuencia del proceso inflamatorio crOnico, aunque la 
anquilosis de la columna aparece solo estadios muy 
avanzados de la enfermedad C13>. 

La EA, de6de 9u origen ha sido descrita y conocida 
m&diante lo5 siguientes sinOnimost 

- Espondilitis anquilopoyética 
- Espondiloartritis anquilopoyética 
- Espondilitis adolescente 
- Espondilitis atrOftca ligamentosa 
- Espondilitis deformante 
- Espondilitis reumatOide 
- Espondilitis rizomi~litica 
- Enfermedad de Marie-Strumpell 
- Enfermedad de Von Bechterew <13) 

HISTmIA 

EMisten descripciones de la CEA> en momias egipcias las 
cuales se remontan hasta 5000 a~os A.C., en ellas se 
encuentran desordenen Oseo9 como vértebras fusionadas desde 
la columna cervical hasta el cOcciM (13>. 

Se considera como primer reporte, el realizado por 
Bernard Connor en 1695, el cual describe parte de un 
esqueleto con fusiOn completa de los cuerpos vertebrales, 
costillas, l110n y sDcro formando una sola pieza (13>. 

En el siglo XIX, Bechterew hizo una serie de 
publicaciones con la descripciOn de la enfermedad a la que 
determino "inflamaciOn anquilosante de la columna y grandes 
articulaciones de los miembros inferiores". En la dtcada de 
los 50 de este siglo, se enfatiza acerca de la tendencia a la 
agregaciOn familiar de la enfermedad y de ahf se empie%a a 
creer en la susceptibilidad heredada. Esta sospecha fut 
confirmada hasta 1973 por Scholo~teln (14>, el cual asocio a 
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la EA con el complejo principal de histocompatibilidad HLA-
827 CSl. 

DI AGNDST I CO 

Los criterios mAs importantes para el diagnostico de la 
EA son l.os aprobados en Nueva York en 1966, en los cuales se 
define que se puede establecer un diagnostico definitivo si 
hay sacroililtis bilateral acompañada de al menos uno de los 
si.guientes criterios, o si la sacroi l i l tis es uni 1 ateral 
forzosamente con el primer criterio y cualquiera de los otros 
dos <4, 15) 1 

1> LimitaciOn de la movilidad de la columna lumbar en los 
tres planos: fleKiOn anterior, flexiOn lateral y extensiOn. 

2) Historia o presencia de dolor en la uniOn dorsolumbar. 

3) LimiteciOn de la expansiOn torAcica de 2.5 cm. o menos, 
medida· a la altura del cuarto espacio intercostal. 

Con el hallazgo de que el HLA-B27 tiene asosiaciOn con 
la EA de entre el 60-BOX en la poblaciOn meMicana (12,16>, 
puede considerarse, m6s que un criterio para el diagnostico, 
como una prueba indicativa de susceptibilidad, principalmente 
en casos de sacroilittia asintomAtica. 

Sin embargo el m~todo mAs Otil y barato para el 
diai;inOstico sioue siendo la radiograffa de la pelvis (1~>. 

PATDLOBIA 

Las alteraciones patolOgicas ocurren en las 
articulaciones diartrodiales con sinovitis crOnica. EMiBte 
hiperplasia del tejido sinovial con proliferaciOn de 
sinoviocitos, infiltraciOn de linfocitos, células plasm~ticas 
e histiocitos <~>. 
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Estas relaciones son muy caractertsticas en la artr!tis 
reumatoide, por lo que la EA se considero por mucho tiempo 
como variante de ésta. Sin embargo, la diferencia es que en 
la EA eMiste una tendencia a la afectaciOn de articulaciones 
fibrocartilaginosas como los discos intervertebrales, la 
articulaciOn del manubrio esternal, la stnfisis del pubis 
los ligamentos intervertebrales (4). 

Las articulaciones sacroilfacas estAn involucradas en el 
100% de los pacientes, donde existe destrucciOn del 
cart!lago, erosiOn y esclerosis del hueso yuxta-articular, 
fibrosis y finalmente anquilosis Osea <4>. 

EMisten también lesiones inflamatorias focales de la 
cApsula articular y en las entésis. Estas lesiones 
inicialmente inflamatorias o entesopAticas evolucionan i\ 

ofibrosis reactiva y posteriormente son reemplazadas por hueso 
<espolones calcAneos y sindesmofitos) <4> 

AdemAs de las lesiones en las articulaciones e 
inserciones tendinosas, la enfermed~d puede afectar el 
corazOn, el tracto uveal Cuve:l:tisl, el lobulo superior de los 
pulmones, la aorta con destrucciOn de la capa media a nivel 
del anillo, porciOn superior y origen de las arterias 
carOtidas. Ocasionalmente tambi~n estA involucrada la aorta 
descendente. La aort!tis evoluciona a engrosamiento de la 
capa Intima y obliteraciOn de las arterias de mediano 
calibre debido a un aumento en el mOscuto liso. Teniendo como 
consecuencia a la insuficiencia aOrtica y en etapas avan=adas 
Ja calcificaci~n de sus paredes <4>. 

CllADRO CLINI CO 

La EA en general debe sospecharse en cualquier paciente, 
principalmente joven, con dolor por debajo de la espalda en 
quien se ha descartado patolog!a como lumbalgia de tipo 
postural o mec•nica, hernia del disco intervertebral, la 
osteoartritis o malformaciones cong•nitas (4,10>. 

Los stntomas con irecuencia se exacerbon en la mañana al 
levantarse o despu~s de periodos prolongados de inactividad y 
tiende a mejorar al cambiar de posiciOn o con el ejercicio 
<IO>. 

El grado de severidad de las manifestaciones iniciales 
puede variar desde una pequeWa molestia de pocos minutos d~ 
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duraciOn por laa maKanas hast'a un espasmo lumbar severo con 
incapacidad para la movilizaciOn inmediata al levantarse 
(4, 10). 

A medida que la enfermedad progresa, ocurre fusiOn entre 
los cuerpos vertebrales. El dolor de la re9l~n sacrotllaca 
suele ser insidioso, dificil de localizar pero referido a la 
zona glOtea y a veces en la cresta illaca cercana a la regiOn 
del 9ran trocanter y al dorso del muslo. El dolor puede 
exacerbar al toser o estornudar. La rigidez matinal de la 
columna o "•en'!uaciOn de cansancio", puede durar hasta dos 
hora9 y desaparecer con un baWo caliente, ejercicio o marcha 
C4, 10l. 

Las articulaciones periftricas mAs afectadas •en los 
hombros y las caderas haata •n un 35Y. durante el curso de la 
enfermedad y tambitn puede ser sfntoma inicial en alQunos 
pacientes. La afecciOn de lo& coxofemorales es oeneral1nente 
bilateral e insidiosa al inicio, pero potencialmente 
incapacitante mAs que cualquier otra arttculaciOn ya que 
pu~e llegar a l·a fusiOn completa, en estadioa avanzados, la 
impoelbilldad para la flexiOn de rodillas dando lUQar a la 
marcha caracterlstica con la cabeza fleHlonada hacia adelante 
en poslclOn rlQida <4,10>. 

La partlcipaciOn de articulaciones periféricas <sin 
considerar los hombros ni las caderas> es del 15 al 25~ y 
puede ser tambtfn, de forma unilateral, manifestaciOn inicial 
ttn la rodilla y el tobillo con formaci6n importante de 
liquido tntraartlcular. La articulaciOn temporomaMllar se 
puede afectar en el lOY. d• los pacientes con oran dolor al 
masticar <4>. 

La afecciOn ewoesquelttica m•s comOn vn pacientes con EA 
es la uveiti• llamada tambi~p lridociclitia aouda y ocurre en 
el 25X de lDG pacientes en aloOn momento del curso de la 
enfermedad (5, 17>. La lnflamaciOn es de tipo no 
granulomatoso, de inicio agudo y oeneralmente unilateral. 
Los sintomas incluyen dolor, lagrimeo y fotofobia. A veces 
preceden a las manifestaciones esquel6ticaa. 

La fibrosla pulmonar apical ae presenta en pactantea con 
EA de l•rQ• evoluciOn <20 aWo• promedio>. Generalmente es 
bilateral y aparece radioIOoicamente como lineares o en 
placas UB>. 
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PREVALENCIA 

La enfermedad es mAs frecuente de lo que se piensa y 
muchos de los pacientes en principio considerados 
con lumbAlgias mecAntcas. son posteriormente diaonosticados 
como espondtllticos. Mientras que la prevalencia de EA en 
caucAsicos ee encuentra O.~ y 2.3 por 1000, en no cauc&sicos 
puede ir de o.7 a 93 por 1000. Lo cual se encuentra en 
relacton a la presencia o no del HLA-827 en las 
poblaciones (14). Asl, en la poblaciOn mexicana la frecuencia 
de este marcador es muy alta (~.~Y.> donde alrededor del 
6B.62X de los pacientes lo presentan (14,16,19>. 

La exprestOn clfntca de la enfermedad difiere también 
entre orupos •tntcos, razas y sexo. Por ejemplo algunas 
observaciones muestran que en la poblaciOn mestiza mexicana, 
aproximadamente el 50Y. muestran la forma juvenil de la 
enfermedad y ademAs en la oran mayorfa de ellos la enfermedad 
se presenta antes de los 16 a~os (16,19>. Por otro lado, en 
alounos estudios se ha mostrado una relaciOn mayor en hombres 
que en mujeres, de 911 respectivamente (4). 

En la poblaciOn mexicana como ya se menciono la 
enfermedad se desarrolla alrededor de los 20 a~os de edad. En 
individuos, principalmente los que carecen de el marcador 
927, la enfermedad aparece en dfcadas tardlas, como en los 
casos de la artritis psortAtica (20>. 

ETillLDBIA 

La etiologta precisa de la enfermedad no se conoce aon, 
aunque se encuentra establecida la predisposiciOn genética 
asociada al HLA-827 <12,14,15). Por lo que se menciona que 
el marcador 827 juega un papel importante en la patogfnesis 
de la enfermedad, favoreciendo de alguna manera una respuesta 
tnmunolOgica anormal mediante la presencia de factores 
ambientales como "infecciones por bact1trias gram negativas" 
(3). 
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ESPONDILITIB ANQUILOBANTE V HLA-827 

El HLA-827, es un antlgeno del complejo principal de 
histocompattbilidad de clase I, esta compuesta de una cadena 
transmembranal de 44 .. :oa asociada en forma no covalente con 
l~ invariable beta 2-microglobulina de 12 KDa <20>. 

El conocimiento molecular de los genes HLA clase I, ha 
progresadol recientemente el oene 827 ha sido clonado en 
varios laboratorios, por consiguiente se conoce de manera 
detallada la eBtructura del 827, la cual esta compuesta de 3 
dominios extracelularea denominados (Xl ,X2, X3 >. Los 
dominios NH2 terminales <X1,X2 > son los encaroados de llevar 
las determln&nt&s polimórficas de esta mol6cula, el dominio 
X3 es ld6ntlco para 87 y 827 (20) 

Las estructuras primarias de los antfoenos HLA- B27 han 
~ido ya definidas. Por lo menos eximten 6 variantes, sin 
embargo, la predisposic10n a la enfermedad no parece 
limitarse a una variante en particular <27> 
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FIQ I ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAi.. DEI.. Hl..A-B27. 
LocalizaciOn espacial 

aminolcidos que constituyen 
del HLA-827. Basada en 
tridimencional del HLA-A2. 

1!5 

de diferentes 
los subtipos 

1 a estruc~ura 



Con el tiempo han surgido variantes genéticas, en 
poblaciones de distintas razas, la frecuencia del HLA-827 y 
sus formas alélicas varlan considerablemente entre éstas 
tabla 1 <21>. 

La aso~iaciOn entre la EA y el HLA-B27 es vista 
ampliamente, sin embargo no pasa de ser un señatador 
omnipresente de la enfermedad C21>. 
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TABLA 1 DISTRl8UCION RACIAL DE ALELOS HLA-827. 

ALELOS HLA-827 

827 01 
B27 02 

827 03 
827 04 

827 0!5 

927 Ob 

DISTRIBUCION 

"Se encentro en 2 familias blanca5 11 

10 al 15Y. de personas 927+ Segundo 
mlls comon. 
"Se encentro en un negro americano" 
Subtipo mAs comOn en personas 
or.ientales 
Se encuentra en todos los grupos 
ttnicos 
Subtipo mAs comOn en peraonas orient§ 
les 

Como puede ob•ervaree el B27 05 es el prototipo de 927 
y fu6 el que probablemente no a cambiado despue• de 
la seperact&n de razaft blanca y oriental <21). 
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Cuando se descubriO la fuerte asociaciOn entre EA y 
HLA-827, se pens6 que la etiopatogénesis ya podla 
entendida. Sin embargo hay algunos aspectos que no pueden ser 
eKpltcados por ésta simple asociaciOns 

1> No todos los individuos con 827 desarrollan EA. 
2) L~ presencia de 827 en forma homocigota no es suficiente 

para causar la enfermedad. 
3) No todos los enfermos de EA son 827 (23,24>. 

Por lo anterior se postularon dos teor!as para explicar 
la relaciOn eKistentet 

TltDrla de los Qenes 

Expuesta por Me. Devitt en el atto de 1974 (22>, sugiere 
~ue la presencia de dos genes, localizados en el brazo corto 
del cromosoma 6 humano, el primero codifica para el HLA- 927 
y el otro para la EA (gehe AS>. Se cree que los individuos 
con los genes AS y 827 desarrollarAn la enfermedad, mientras 
que los individuos 827 los cuales no lleven el gene AS, no 
dusarrollarAn la enfe~medad. Indica ademAs que ambos genes 
se encuentran en desequilibrio de enlace. No puede eKpltcar 
~sta teor!a como es que el gene AS es el causante de la 
&nfl!r-medad (22>. 

TltDl"'l a de un gen o Reacct on cruzada 

La apoyan varios estudios y menciona la presencia del 
gen que codifica para el HLA-B27, localizado en el brazo 
corto del cromosoma 6 humano. Se basa en la presencia de 
antfgenos extra~os de microorganismos gram negativos los 
cuales semejan a este, provocando reacciOn cruzada (23,24). 
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EBPONDILITIS ANQUILOSANTE Y FACTORES AHBIENTALES 

La relación existente entre la EA y Microorganismos. 
surge consecuencia de 1 a rel aci On entre 1 a EA, y el 
HLA-B27 y enteritis causada por microorganismos como 
J<lebsiella. Yersinia. ~ y_ Salmonella. Con la 
consecuente apariciOn de artrttis reactiva, urettis anterior, 
enfermedad inflamatoria del intestino C25-30J. 

~n el primer conoreso de HLA y en~ermedad en el a~o de 
1976, el grupo de EbrinQer fu~ el primero en proponer una 
asosiaciOn entre Ktmbsivlla y EA <33,34). otro arupo 
encabezado por Geczy, sugiere un posible papel de Klebsiella 
en el desencadenamiento de la enfermedad, pero involucran al 
microorQanisrno de manera diferente, surgiendo de esta manera 
dos hip0tesis1 

llHipOtesis del rm:eptm" <GECZY (57,58>>. 

Este grupo propone la existencia de un marcador de 
superficie o receptor para la espondilitis, ya se& que se 
trate del propio 827 o que se encuentre asociado a el. Con 
fsta base Arnason y Thorsteinsson (56> postulan que el 
determinante de la reacciOn cruzada en la célula pudiera ser 
parte ·de la molfcule 827 modificada por la adiciOn de aloOn 
componente bacteriano y que esto pudiera permitir la 
iniciaciOn de una reacciOn inmune restrigida gen~ticamente, 
la cual pudiera dañar el tejido del paciente <~6) 

Estas observaciones fueron muy apoyadas por el grupo de 
Beczy, los cuales pudieron demostrar que fue .posible 
modificar la apariencia oenftica de c~lulas 827+ de un 
individuo no espondilitico por medio de la incubactOn con el 
sobrenadante de un cultivo de Klebsiella. Despufs de dicha 
incubaciOn las c~lulan tuvieron un comport~miento parecido a 
la de.los espondiltticos 827+ y fueron ioualmente lisados por 
el suero ant!-Klebaiplla. Por lo tanto me dice que el medio 
de cultivo contiene un factor o factores modificantes y sblo 
aquellas c•lulas que portan el antlgeno 827 pueden ser 
modificadas por e9te, sugiriendo de esta manera que la 
molecula B27 por s! misma actoa como receptor de ese factor 
157,SBJ. 
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Posteriores estudios acerca de ese factor modificante 
producido por Klebsiella indican que se origina de la 
membrana externa de la bacteria.y que tiene un peso molecular 
entre 26 y 30kDa <~9>, es termolAbil a 56º e por 30', es 
sensible al tratamiento con neuraminidasa y estable con 
tripsina y quimotripsina. La stntesis y excreciOn del factor 
modificante es un evento que ocurre sOlo en el B'l. de los 
aislamientos (58). 

Las células de sujetos normales B27+ que son 
susceptibles a la lisis por el suero anti-klebsiella después 
de la exposiciOn al factor modificante, rApldamente pierden 
su susceptibilidad a la molécula <O moléculas> la cual 
temporalmente se adhiere a la superficie, de la cual poco 
después se despreride. No existe un biotipo de Klebsiella que 
produzca este factor, aparentemente es un evento al azar 
(60). Sin embargo se ha demostrado que removiendo un plAsmido 
de Klebsiella el microorganismo es incapaz de sintetizar el 
factor, mientras que transfiriendo el plAsmido a Escherichia 
~ésta lo elabora <61). La hlpOtesis fué descartada pues 
ne fué reproducible en vario~ laboratorios. 

2> HtpOtesta de reacctOn cruzada <EBRINGER <17,27,34>> 

Prepone la generaciOn de una respuesta de anticuerpos 
contra anttgenos de Klebsiella, la cual es cualitativa y 
cuantitativamente inadecuada para la eliminaciOn del 
mtcrcoroanismo. La persistencia de infecciones recurrentes de 
esté Qenero, implica la producciOn conttnua de anticuerpos, 
le& cuales reconocen por reacciOn cruzada el tejido del 
paciente, como consecuencia a esta se dispara la cascada de 
complemento dando como resultado el daño tisular (17,23,34>. 

Se ha demostrado que existe mimetismo molecular entre 
el microoroanismo y el HLA-927, en estudios realizados por 
computadora, se ha identificado similitud en secuencia de 
aminoAcidos entre la molécula 927 y el componente II de la 
nitrogenasa.de Kl~siella cneumoniaeJ en el HLA-B27 (residuos 
de aminolcidos 72-77> y la enzima nttrcgenasa de la 
enterobacteria trestduos de aminoActdos 188-193>. Estas 
secuencias en ambos son hidrofilicas¡ lo que suotere se 
encuentren e~puestas en la superficie celular (3~ 1 36>. 

20 



La enzima nitrogenasa se encuentra involucrada en la 
reducciOn biolOqica del nitrOgeno atmosférico <N2> dando como 
producto amonio <NH4+> (35,36>. 

La nitrogenasa esta constituida por un complejo de dos 
proteinas denominadas• 

Componente I <Protefna-MoFe O nitrogenasa> 
- Component~ Il <Protelna-Fe O nitrogenasa reductasa> 

co.porumte I• Tiene un peso molecular de 200- 250 RDa Y 
contiene dos Atemos de molibdeno Mo, 28-34 Atemos de fierro 
Fe y de 2b a 28 puentes disulfuro <Acidos lAbiles>. Es un 
tetramero formado por dos monomeros alfa y dos beta, con 60 
kOa c;ad uno. Dos Qenes codifican la estructura de éste 
componente& Gene nif K y el gene nif D. 

ea.ponente II• Tiene un peso molecular de 55 a 65 kOa y 
contiene 4 Atemos de fierro Fe, 4 puentes disulfuro <Acidos 
llbiels>. Es e un dimero cada un con 30 kDa1 el gene que lo 
codifica es el nif H <genes mencionados para Klebsiella 
oneumgni ae>. 

La acitividad enztmatica se puede determinar por medio 
de cromatografla de gases <38,40). 

Es import~nte señalar que las nitroQenaeas de las 
diferentes bacterias fijadoras de nitrOQeno, tienen 
propiedades •imilares y propiedades variables entre si (37). 

Se ha ob5ervado tambien que eKiete un aumento en la 
concentraciOn de IQA circulante dirioida contra Klebeic11a, 
en los pacientes con EA definida. Por ello se considera a 
ésta como uno de los factores ambientales.involucrados en la 
etiologta de la enfermedad. Pero la evidencia es bastante 
controvertida <:S3, 41-44>. 
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As.t • en el grupo de las espondi l oartropat ! as 
seronegativas, 5e propone una tendencia o reacción cruzada 
entre el HLA-927 y las bacterias gram negativasr se han 
identificado algunos posibles componentes de estas, los 
cuales de alguna manera cruzan con el HLA-027 <25-30). 

Inicialmente los estudios se limitaron a Klebsiella 
oneumoniae pero actualmente se encuentra bien establecido que 
ee involucran una serie de componentes de diversas 
enterobacterias en el fenOmeno de reacción cruzada <25-30>. 

Las protefnas de la membrana externa de las 
enterobacterias son antfgenos multifuncionales, constituyen 
aproximadamente la mitad de todas las protefnas de la 
envoltura celular. Se ha encontrado una protefna de 35kDa 
denominad& Ch-momp> con reactividad cruzada en muchas 
enterobacterias, la cual es modificable al calor, se han 
detectado anticuerpos lgA dirigidos contra ésta protefna en 
pacientes con EA (45). 

La uvettis anterior y el slndrome de Reiter son 
espondiloartropat!as de etiolog!a conocida, se relacionan 
tambi~n como en la EA con la presencia del HLA-027 el cual se 
encuentra ligado a enfermedades reumAticas <28,46-48), Ambas 
enfermedades frecuentemente siguen a una infecciOn por 
bacterias gram negativas como Yersinia. pues se han detectado 
antlQenos de este género en fluido articular sugiriendo a la 
enterobacteria como un desencadenante de la enfermedad (49>. 

Se han detectado anticuerpos de reacción cruzada 
hacia las prote!nas de diferentes enterobacterias y el 827, 
~n 2 de 63 pacientes con algOn tipo de espondiloartropatfa 
recientemente infectado por~ flexneri, ~ilobacter 
.i!UY.n!., ~·enterocolttica (28). 

Los leucocitos PMN de pacientes hombres con EA responden 
de manera elevada a estfmulos quimiotActtcos proporcionados 
por anttgenos de ~pudiendo se~ los responsables de la 
excesiva repuesta inflamatoria (50). 

Ha sido detectada también ascciaciOn de carga fecal de 
Klebsiella gneumoniae y~ enterocol!tica en pacientes 
con EA y~ ~.J no relacionando a Salmonella, 
~o Cnmotlobacter en ella (27>. 
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Pacientes con EA presentan la enfermedad inflamatoria 
del intestino cuando se encuentran infectados por Yersinia 
C51,52>. 

Los microorqanismos que han sido involucrados con el 
Sfndrome de Reiter son ~ f..lrus.D..fil:, Salmonella 
thiphimurlum, CamQilobacter ..iJLi!!!l!.., Clo9tridium y ~ 
ocasionalmente a eorrelia burgdorferi y con mayor frecuencia 
~ m.t...grocolft~ <21>. 

Se ha detectado una protetna de 40 J:Da en diferentes 
enterobacteria9 pero con un reconociemiento mas marcado para 
Shi gel 1 a llQrutl_ (53>. 

El proceso de mimetismo molecular se restringe a un 
nOmero pequeño de anttgenos espec!ficos mAs que a un desorden 
generalizado y sOlo se estudian los antfgenos que de alguna 
manera se relacionan con la presencia del HLA-827 <54>. 

Un rasgo muy importante para la expresiOn de péptidos 
es la dependencia de estos para su expresiOn bajo las 
condiciones de cultivo bacteriano. Se simulan diferentes 
condiciones para observar la gama de péptidos expresados 
determinando de esta manera, cuales son reconocidos de manera 
predilecta por pacientes EA con HLA-827 ademés de crear 
respuestas inmunolOgicas prolongadas (55>. 

PLANTEAH I ENTO DEL PROBLEMA 

En el laboratorio de inmunoqulmica del Departamento de 
Inmunolog!a en la ENCB, se hu analizado la relaci6n 
eMistente entre EA y Klebsiella pneumoniag. 

En un trabajo previo se analizaron sueros de individuos 
con EA HLA-927+ <9>, HLA-B27- C1>, enfermedad espondilitica 
EE HLA-B27+ (6), HLA-B27- (3), aparentem9nte sanos HLA-827+ 
(8) y HLA-927- ClO>. Se encentro un reconocimiento intenso a 
una protefna de 50-60 kDa,(p 55> en los individuos B27+ 
independientemente de su estado cltnico. Dado que el monOmero 
del componente l de la nitrogenasa de Klebsiella oneumoniae 
posee ese peso molecular, se pensO en una posible relaciOn 
para con ~ste. ademAs del mimetismo ya descrito para el 
componente ti (35-36>. 
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31 HIPOTESIS DE TRABAJO 

Por ello en el presente trabajo nos proponemos realizar 
un estudio con un mayor nOmero de sueros para corroborar con una 
mayor signiflcancia el reconocimiento preferencial hacia le 
protelna de 50-bO kDa <p55> por los sujetos B27+. Por otra 
parte determinaremos el isotipo del anticuerpo involucrado en 
este reconocimientoi comprobaremos si la prote!na reconocida 
estA relacionada con la nitrogenasa y si el reconocimiento es 
dnlco para este género enterobacteriano. 



OB.JETIVOS 

- Corroborar la respuesta diferencial de anticuerpos al 
antfQeno p55 de Klebsiplla cneumoniae por individuos 
927+ y 927-. 

- Demostrar que p55 de Klebsielta oneumonia~ no esta 
relacionada con la nitrogenasa. 

- Demostrar la producciOn de p55 de Klebpiglta pnaumgniae 
en diferentes medios de cultivo. 

- Demostrar ta presancia de p 55 de IS.l..mlA!r~ pneumooiae 
en otros o•neros enterobacterianoa. 

- Analizar el reconocimien~o por anticuerpos de los sueros 
de pacient•» con EA y HLA-B27+, contra cepas d• 
enterobar.t.,-1as aisladas de sus propias heces. 

- Determinar el isotipo del anticuerpo el cual reconoce a 
.la p55 caracterizada. 
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11ATERIALES Y IETDDOS 

A,- MATERIAL QUIMICO V EQUIPO 

1.- Medios de cultivo 
+ 

A>.- Medio E con iones amonio <NH como 
fuente de nitrOgeno CE+>r 4 

MgSO 
4 

Acido cltrico 

NH NaHPO .41i O 
4 4 2 

K HPO 
2 4 

FeCl .6H O 
3 2 

Gluco9a 

Agua destilada hasta 1 litro 

0.2 g 

2.0 g 

3.l5 g 

10.0 g 

0.1 g 

20.0 g 

B>.- Medio E modificado, sin fuente de nitrOoeno CE->• 

MgSO 0.2 g 
4 

Acido cltrico 2.0 g 

K HPO 10.0 g 
2 4 

NaH PO .H O 2.31 Q 
2 4 2 

Nal1c0 .2H O 0.02 g 
4 2 
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FeCl .6H O 
3 2 

0.1 g 

Glucosa 20.0 q 

_Agua destilada hasta 1 litro. 

Los reactivos para ambos medios de cultivo proceden de Merck 
Naucalpan, Edo. de M6>eico. 

2.- DeterminaciOn de actividad de nitrogenaea. 

a>.- Medio E+ y E-, 9emis01ido con agarosa ~1 0.6Y. 
. b> .- Etileno <INFRA, Naucalpan, Edo. de M•>eico>. 
e).- Acetileno• Obtenido en el labora.torio por 

reacciOn entre carburo de calcio y agua. 
d>.- Cromatografo de gases PYE-UNlCAMP, con columna de 

vidrio empaque de poropack eo-100 mesh, detector 
de hidrOgeno-aire, ionizaciOn de flama y 
graficador. 

3.- Reactivos y equipo para desarrollar la t•cnica de 
electroforesis en ;eles de poliacrllamida <PAGE>. Todos los 
reactivos son procedentes de Bioma Ce. Sn. Louis MO. USA., 
les solventes da Baker, S.A. Xalostoc, Edo. de Mé><ico. los 
reactivos Preparados se filtran en papel Whatman • 1 
guerdandose • 4•c. 

A>.- SoluciOn de mcnOmeros acritamida-bisacrilamida 
130.BY. T>. 
Acri 1 ami da 30. O g 
Bis-acrilamida o.e g 
Agua bidestilada hasta 100 ml. 

B>.- Regulador de Qel separador <Tris-HCl 1.S MpH e.e> 
Trizma base 1e.15 Q 
Agua bidestilada 90.0 ml 
S• ajusta el pH e.e cbn HCl 6 N 
Se afora con &Qua bidestilada a 100 ml 
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C>.- Regulador de gel concentrador <Tris-HCl 0.5 M pH 
6.e>. 

Trizma base 3.0 g 
Agua bidestilada 90.0 ml 
Se ajusta el pH 6. a con HCl 6 N 
Se afora con agua bidestilada a 100 ml 

D>.- Lauril sulfato de ~odio <SOS) al lOY. 
sos 10.0 g 
Agua bidestilada hasta 100 ml. 

E>.- Persulfato de amonio al lOY. 
Persulfato de amonio 20 mo 
Agua bidesti lada 200 ML 

F>.- TEMED <N•,N•,N•,N•,-met1let1lendiam1na>, Sigma,Co 

G>.- Regulador de corrimiento <Tris 0.025 M-Glicina 
0.192 M SOS al O.lY., pH B.3>. 
Trizma base 3.0 o 
Glicina 14.4 g 
SDS al 10 X 10.0 ml 
Agua bidestilada hasta 1 litro <no se ajusta pH> 

H>.- Regulador de muestra 2X 

Tris o.~ M pH 6.B 
SOS al lOY. 
Agua bidestilada 
Glicerol 
2-mercaptoetanol 
Se agregan alounos 
como indicador. 

2.s ml 
4.0 mi 
o.s ml 
2.0 mi 

1.0 mi 
cristales de azul de bromofenol 

I>.- SoluciOn madre azul Coomasie para tinciOn de 
geles 

Azul Coomasie R250 
Agua ·bidestilada 

2.0 g 
200.0 mi 

J>.- Colorante de trabajo para tinc16n de protetnas 

Sbl.madre Azul Coomasie 62.S ml 
MetLmol absoluto 2so. o ml 
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Ac. acetico glacial so.o ml 
Agua bidestilada 137.5 ml 

Kl .- Decolorante para gel I 

Metano! absoluto 500.0 ml 
Ac. acético glacial 100.0 ml 
Agua bidestilada 400.0 ml 

Ll.- Decolorante para gel II 

Ac. ac•ttco glacial 7.0 ml 
Agua bidestilada 93.0 ml 

M>.- Equipo para desarrollar la t6cnicar 

Equipo para electroforesis vertical de HoeTer 
Scientific Instruments, Mod. SE 600 
Conoelador a -20° e 
Refrigerador a 4• e 
Fuente de poder para electrofore~is Hoefer 
Scientific Instruments, 500 v, 2~0 mA 

4.- Reactivos y equipo para desarrollar la t~cnica de 
transferencia. Todos los reactivos son de Sigma, Co. y los 
solventes de Baker, S.A. 

a>.- Regulador.de transferencia 
TrizmL" base Y.07 ml 
01 ici na 43. 2 ml 
Metano! absoluto 600.0 ml 
Agua bidestilada 2400.0 ml 

b>.- TinciOn de prctefnaa transferidas 
Tinta china (pelikan> 20.0 ml 
PBS 0.1 M, Tween 20 al 
0.3 Y., pH 7.2 10.0 ml 

e>.- Equipe para desarrollar la tfcnica1 

CAmara de electrotransferencia, Hoefer, Set. 
Jnst., Mod. TE 42 
Fuente de poder, Hoefer Set. Inst. Mod. TE 51 
0.100 VDC, 0-2 A. 
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Papel de nitrocelulosa de 0.45 micras de poro, 
marca Sartorius CCat. 9-64-955, Let. 5002679). 

~.- Reactivos y equipo para desarrollar la técnica de 
inmune detecciOn. Todos de Sigma, co. y los solventes de 
Baker, S.A •• 

a>.- Regulador salina-fosfatos <PBS> lOX, o. l M, pH 
7.2 

NaCl 

KH PO 
2 4 

Na HPO 12H O 
2 4 2 

KCl 

so.o g 

2.0 

29.0 g 

2.0 g 

Agua bidestilada 900 ml ajustar el pH 7.4 y 
posteriormente aforar con agua a 1 ltr. 

b>.- Regulador de bloqueo 

Gelatina b. 25 g 
Disolver en 200 ml de agua bidestilada caliente. 
EDTA CEtilen-dinitrilo-tetraac'ético di sodico> 

4.54 g 
PBS lOX 250. O ml 
Tween 20 2. 5 ml 
Agua bidestilada 1.5 ltr. 
Ajustar pH 7.3 
Aforar con agua bide9tilada a 2.S ltr. 

e).- Los sueros por analizar asl como el conjugado 
antiinmunoolobulina humana. son diluidos en regulador de 
bloqueo. 

d).- Regulador de lavado PBS-Tween 20 al 0.1X 

PBS 10X 100.0 ml 
Tween 20 1.0 ml 
Aoua bidestilada 900.0 ml 

e).- Regulador de lavado PBS 1X 
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,-

PBS IOX 100,0 ml 
Aforar con aQUa bide&tilada ha&ta 1 ltr. 

+>.-Sustrato para la peroMidasa 

4-cloro-1-naftol 
Metanol absoluto 
PBS IX 

30.0 mg 
10.0 ml 
50.0 ml 
so.o ml PerOMido de hidrógeno 

C.- MATERIAL BIOLOGICO 

a>.- Sueros humanos• 

26 muestras de sueros correspondientes a 
pacientes con EA. Diagnosticados por el servicio de 
Reumatologia del Ho9pital General de MfMico. 

- ~6 muestras de sueros correspondientes a 
eujeto~ aparentemente sanos, todos familiares de los 
pacientes. 

b).- Cepae bacterianas. 

NOm. dR Cepa 
en el lab. 

24 
2!5 
33 
50 
!51 
!52 
:53 
!54 
!5!5 
!56 
:57 
!59 

Klebeiella oneumoniae 
Kleb&iella oonumoniae 
Klcbsiclla pneumoniae 
Klebsiella oneumoniae 
Klabsiella pneumoniae 
Eecbcricbia G.2ll 
Entergbacter ~ 
goterobacter agglomerip 
Salmonglla t.b.:teb!. 
Salmonella thyphimurium 
!lb1.li!!llA illll1lll!r:1. 
Y.!u:Jl!..n.1.A mnt•rocolttica 

Las cepas 24, 25, 33 fueron obenidas de infecciones 
intrahospitalariae, en el Hospital Infantil de Mfxico 
Federico GOmez. 
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La5 cepas 50 a la 54, fueron obtenidas de pacientes con 
Espondilitis Anquilosante <EA> definida, en el Hospital 
General de MéMico. 

Las cepas de la 55 a la 58, fueron donadas del Cepario 
del Depto. de Microbiologia de la Escuela Nacional de 
Ciencias Biologicas, IPN. 

e>.- Ccnjugadosl Inmunoglobulina G CigG> de cabra anti-
inmunoglobulina humanas totales CigA, IgG, 
Ii;¡M>. 

Inmunoglobulina G CigG> de cabra anti-
inmunoglobulin~ humana A CigA>. 
Inmunoglobulina G CigG> de cabra anti-
inmunoglobulina Humana M CigM>. 
Inmunoglobulina G ClgG> de cabra anti-
inmunoglobulina humana G ClgB>, conjugadas 
peroMidasa CCappel Cat. 3601 , Lote~ 0121). 
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METDDDSI 

t>.- Lo5 5ueros fueron obtenidos de sangre venosa Y se 
guardaron en altcuotas de 200 microlitros 
-20ª c. 

2>.- DeterminaciOn de la Actividad de la Nitrogenasa 
mediante la reducciOn de acetileno (62> como 
sigue• 

a> Se preparó medio semisOlido E+ y E- en viales 
de ~ ml. Cada cepa se sembrO por punci~n en 
cada vial, 5e incubo el medio E+ por 12 horas 
a 37° C y el medio E- por 5 dlas a 20° C. 

b) Las bacterias crecidas en viales como los 
medios semisOlidos, fueron cerradas con tapOn 
de caucho. 

e> Se extrajo 1 ml de la atmOsfera de cada vial 
para inyectar 1 ml de acetileno e incubar 
hora 37 y 20º C respectivamente. 

d> Transcurrido el tiempo se ~aco 1 ml, de la 
atm0$fera de cada vial y se inyecto en el 
cromatOgrafo de gases previamente calibrado 
para &1 tiempo de retenciOn del acetileno y 
etileno. 

e) Se determino cualitativamente la presencia de 
la enzima n1trogenasa, para cada una de las 
condiciones de cultivo. 

f) Se confirmaron para las cepae 24, 25 y 33 la 
presencia o no de la enzima. V para las cepas 
~O a la 58, algunas de ellas no existen 
reporte de que fijen nitrOgeno. Las cuales se 
tomaron como testigos negativos, ademas se 
utilizo et Azospirillum como testiQo positivo. 

3>.- Se determinaron curvas de crecimiento para todas 
las cepas en tos medios E+, E- y Caldo soya 
tripticaseina, por el método nefelométrico a 450 
nm de longitud de onda. 
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4).- Las cepas crecieron en medio E+ liquido por S 
horas a 37° e, en E- S dfas lfquido y para caldo 
soya tripticasefna por 4 horas a 37° C. <datos no 
mostrados>. 

5).- Transcurrido el tiempo para cada uno de los 
medios las bacterias se cosecharon por 
centrifugaciOn a 7000 rpm durante 20 min. el 
paquete bacteriano se 1 avo 3 veces con sol uci On 
salina fisiolOqica estfril y se guardo en 
alfcuotas de 200 microlitros en congeJaciOn hasta 
su uso. 

6).- PreparaciOn de las muestras para su anAlisis 
electrofor~tico (para las diferenes condiciones 
de cuJ ti vo). 

a> Se ajusto el paquete bacteriano con soluciOn 
salina fisiológica a las siguientes densidades 
Opticas• 0.4. 0.6, o.e a 540 nm de longitud de 
onda. 

b) De la suspensiOn ajustada se tomaron 10 ml y 
se centrifugaron a 7000 rpm durante 10 min., 
se descarto el sobrenadante y se adicionaron 
al paquete ~00 microlitros de regulador 
de muestra 2X, se colocaron en baño de 
agua hirviendo durante 10 min. se 
microcentrifugaron a 2500 rpm durante 10 min. 

y se descarto el paquete. 

7>.- Para la electroforesis en geles de 
poliacrilamida-SDS <PAGE-SDS>• se utilizo el 
sistema de reguladores di continuos Laemml i (63> i 

a> Electroforesis en geles de poliacrilamida al 
12X con 1.~ mm de grosor• 
Gel separador1 Se monto el aparato 
perfectamente limpio y desengrasado, de acuerdo 
a las instrucciones del fabricante. 
En un matraz Kitasato se colocan en orden los 
siguientes reactivosr 

Soln. de monOmeros 
Tris 1.s M pH e.e 
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SDS al IOY. 
Ai;iua bic:t;stilada 
Persulfato de amonio 
TEMED 

0.6 mi 
10.03 mi 
0.13 mi 
0.01 mi 

Se agito la me:cla y se adiciono entre las das 
placas de vidrio, hasta aproximadamente 4.5 cm 
del borde superior e inmediatamente se adiciono 
sobre la superficie 5ml de agua bidestilada. 
Se dejO gelificar por 1~ min. apro><imeidamente 
en seguida se lavo 5 veces con agua 
bidesti lada. Se escurrió perfectamente la 
superficie del gel y se coloc:O el peine 
apropiado para el Qel concentrador (10.15 
carril e• o ciego) para el analisis 
electroferético y electrotransferencia. 

Gel concentrador• 

En un matraz Kitasato se realiza la siguiente 
preparaciOnt 

Soln. de monOmeros 
Tris 1.5 M pH 6.8 
SDS al IOY. 
AQUB bid••tilada 
Perst.1lfato d& amonio 
TEMED 

1.33 mi 
2.50 ml 
0.20 ml 
6.10 ml 
0.03 mi 
0.00:5 ml 

Se aor•oO éata mezcla sobre ~l Qel separador, 
teniendo cuidado de no dejar burbOJas en el 
peine, una vez que gelificO se lavo con aoua 
bidestilada. 

En seguida se montaron las placas en el aparato 
y se llenaron los tanques con reoulador de 
corrimiento. Se colocaron en cada pozo 10 a 60 
microlitra5 de las muestra~ por analizar y en 
al menos 1 pozo 10 microlitros de una 
mezcla de los siguientes marcadores de peso 
moleculars dilusiOn 1110 en reoulador de 
muestra. 

AlbOmina bovina 
AlbOmina de huevo 

66 
43 

kDa 
kDa 



Gliceraldeh!do 3-
foBfato deshidrogenasa 
Anhidrasa carbOnica 
TripsinOgeno 
Inhibidor de tripsina 
Alfa-lactoalbOmina 

36 kDa 
29 kDa 
24 kDa 
20.1 kDa 
14.2 kDa 

Se conecto la fuente de poder y se aplicb una 
corriente constante de 15 mA (60 volts>, cuando 
la marca de azul de bromofenol penetro al ~el 

geparador, se aumento la corriente a 30 mA y se 
dejO correr hasta que la marca de azul de 
bromofenol llego a O.S cm. del borde inferior 
del gel cvoltaje final no mayor de 200 volts). 
Se desmonto el aparato y el gel se sumergió por 
12 horas en soluciOn colorante de Coomasie al 
0.!25~ metanol-Acido acético, se removiO el 
colorante y en seguida se sumergiO en soluciOn 
decolorante I haciendo tantos cambios como fué 
necesario hasta lograr una nitidéz adecuada de 
las bandas. Se agrego decolorante II para 
preservar el gel y su posterior anAlisis. 

B>.- Electrotransferencia 9egOn la técnica de Towih 
(64). 

Se trabajo la muastra a una o.o de o.e para mostrar 
una buena resoluciOn. Se realizo SDS-PAGE al 12X 
y se colocaron 700 microlitros de la muestra de 
un peine ciego con un diente para marcadores de 
peso molecular. Terminado el corrimiento se corto 
el extremo del peine ciego, para su tinciOn con 
azul de Coomasie, el resto · se procediO a 
transferir a papel de nitrocelulosa como siguer 

al Se remojaron en regulador de transferencia 3 
hojas de papel de filtro del # 40, una hoja de 
papel whatman # 1 y una hoja de papel de 
nitrocelulosa, todos de 13x 1:5cm. Tambien se 
remojaron dos hojas de fibra Scotch de 
16x 16xO. :Scm. 

bl Se armo el presente cassete del aparato de 
transferencia como siguer 
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Rejilla de pl~stico 
Fibra Scotch 
Papel fi 1 tro tMO 
Papel de Ni trocel ul osa . 
Gel ya corrido electrofor~ticamente 

En eeguida se marcaron el frente 
electroforetico, el inicio del separador, los 
ewtremos y el sitio en donde se encontraban los 
marcadores de peso molecular, en seguida• 

Papel filtro 140 
Fibra Scotch 
Rejilla de plABtico 

e> Se cerro y se coloco en la cAmara de 
transferencia quedando el Qel en el polo 
negativo y al papel de nitrocelulosa en el polo 
positivo. 

d> Se sometiO • una corriente de 1 amper 
horas o 90 mA por 12 horas. 

por :S 

e> Al t•rmino de ta transferencia se desarmo el 
ca~eete y ee corto una tira de papel de 
nitrocelulosa del lado en que ee encontraban 
los marcadoree de peso molecular y ~ste se 
procediO a sumergirlo en soluci6n de tinta 
china-PBS-Tween 20 al 0.3Y. y as! observar el 
patrOn de prote!nes totales transferidas (65). 

9.- lnmunodetencion• 

a> El papel de nitrocelulosa con las protelnae 
transferidas, se sumergiO en regulador de 
bloqueo por 2 horas a 37° C y se cortaron tiras 
de 0.5 cm guardandose en regulador a 40 C hasta 
!SU USO. 

b> Cada tira se incubo en 2 ml de cada uno de los 
suero9 por analizar diluidos en regulador de 
bloqueo 11~0- durante 2· horas a 37• e y después 
toda la noche a 4oc. 

c> Se lavo 5 veces con PBS-Tween 20 ~l o.1Y., 1 
min. cada vez y se incubo con 2 ml de IgG de 
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cabra conjugada a peroxidasa anti
inmunoglobul inas totales, anti-lgA, anti-IgM, 
anti-JgG segOn el caso, diluidas 1:1000 en 
regulador de bloqueo, por espacio de 2 horas a 
370 c. 

d) Se lavo 7 veces con PBS-Tween 20 al 0.1% y 5 
veces con PBS 1X, un minuto cada vez. Se 
agrego 2 ml del ~ustrato de peroxidasa hasta la 
apariciOn de bandas. Finalment2 se detuvo la 
actividad enzfmatica agregando agua destilada 
(choque hipotonico>, y se dejO secar para su 
anAlisis. 

10>.- AnAlisis de resultadost 

a> Se determino el peso molecular de las protelnas 
reconocidas por los sueros de las diferentes 
enterobacterias, con enfasis en la p55 kOa, 
calculando el Rf, tomando para esto la 
referencia de los marcadores de peso molecular& 

Distancia de la parte superior del gel a la 
banda de protelna 

Rf~--------------------------------------------
Oi stanci a de la par·te superior del gel al 

frente del azul de bromofenol 

b) El Rf se graficO contra el log del peso 
molecular de Jos marcadores y por interpolaciOn 
en la curva se conocen los pesos moleculares de 
los antigenos reconocidos, principalmente la 
p55 kDa. 
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TABLA 2 MARCADORES DE PESO MOLECULAR 

Marcadores de Pe5o molecular 
peso molecular (en daltones> log 10 del PM Rf 

AlbOmina bovina 66 000 4.8195 0.2301 

AlbOmina de huevo 45 000 4.6532 0.3590 

Gliceraldeh!do 3-
-fosfato 
deshidrogenasa 36 000 4.5563 0.4407 

Anhldrasa carbOnica 29 000 4.4623 0.5707 

Trlp!ilnOgeno 22 000 4.3803 0.6133 

Inhl bl dor de trlp11ina 20 100 4.3031 0.7756 

Alfa-lactalbOmlna 14 200 4.1522 0.3470 

Utilizados en el corrimiento electroforétlco, para la 
determinaciOn del pv8o molecular de las prote!nas 
enterobactertanas. 
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log10 del P,M. 

s.o 

o.a 

0.6 

0.4 

0.2 

AlbCimina bovina 

Albúmina de huevo 

Gliceraldehído-3-fosfato desh. 

nhibidor de tripc:ina 

Alfa-lacta!bGmina 

4.0 ~-r-.--~-,.-~~~~~....-~-
0.2 0.4 0.6 o.a 1.0 Rf 

FIG lI Recta de marcadores de PM en SDS-PAGE al 12~ 
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R E S U L T A D O S 

1. - AnAl i sis de los sueros de i ndi vi duos 927-1· y 827- frente a 
pS5 de Klebsiella pneumoniae por IET. 

Se utili:i:o a Ja cepa sc1 de 1$.~iella pneumoniae la 
cual presenta actividad de nitrogenasa en los medios E+ y E-, 
para corroborar la respuesta diferencial hacia el antlgeno 
pSS. ~n Ja fiQ. III se muestra el reconocimiento selectivo de 
10 pncientes B27+ con reconocimiento intenso <VR= 7.35+4.31) 
y 10 pac:ientes B27- con reconocimiento debil <VR= 1.8+1.68> 
lecturas registr.,idas en l?spectrofotOmetro de ra'streo con 
registrador e integrador <Shi mat::u DR-2>, el cual 1 ee 
intensidades de color a una lonqitud de onda de 500 nm 
Cdatos no mostrados>. 

En 1 a t ab 1 a I J J, se agrL•pan todos los suer-os analizados 
de acuerdo al reconocimiento diferencial para pSS y al 
marcador 827+ y 827-, el an~lisis estadlstico utilizado fu& X 
(66). 
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FIG IIJ.- Reconocimiento de protetnas de Klebsiella 
UD.ftYIDDniae, Cepa 30 carril A respuesta intensa a 
p~5, carril B respuesta d~bil bloque e respuesta 
intensa, bloque D respuesta d~bi 1 <bloque 10 
sujetos>. 
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TABLA 3 RECONICIMIENTO DE LA PROTEINA p55 

RECONOCIMIENTO 

HLA-B27 Dtbll Fuerte 

927+ 14 41 

B27- 18 9 

AnAlisis de frecJencias 
significancta. 

x_r para 

43 

a 
TOTAL p > 0.05 

27 

determinar su 



2.- CaracterizaciOn de la p55 

A> ProducciOn de nitrogenasa 

A las cepas seleccionadas, se les determino la ausencia 
o presencia de la enzima nitrogenasa por el método reportado 
por Schrollhon (41>, reducciOn de acetileno, el cual es 
prlctico, obteniendose los resultados mostrados en la tabla 
JVt en la fig. IV 5e ilustra la actividad enzimatica dada por 
la cepa ~o <Cualitativa>. 
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TABLA 4 FUENTE DE AISLAMIENTO Y DETERMINACION DE 
. NITROGENASA PARA DIFERENTES CEPAS 

ENTEROBACTERIANAS. 

CLAVE DEL 
LABORATORIO FUENTE DE AILAMIENTD 

NITROGENASA 
<E+l <E-> 

.3 coprocultivo + + 
22 hemocultivo + 
24 hemocultivo + 
25 hemocul t 1 vo + + 
50 ccprocultivo + + 
51 coprocultivo + + 
52 coprocultivo + + 
53 coprocultivo 
54 coprocul ti vo 

CEPAS DONADAS POR EL DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA DE LA 
ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS DEL I.P.N. 
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Etileno Acetileno Cepa 50 

Acetileno Etileno 

t de retenciOn en min. 

FIG IV.- Esquema del cromatoorama obtenido para la 
determinaciOn de la actividad de nitroQenasa 
determinado acetileno y etileno. 
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B> PAGE de Kleb9iella onaumonfae 

Se obtuvieron los patrones electroforéticos Cproteinas 
totales> para diferentes cepas de Kleb&iella cneumoniae 
crecidas en el medio oriQtnalmente diseñado por Vogel-Bonner 
(69> E·t- y E- datos mostrados en la fig V observandose 
prot•ina5 constitutivas de la bacteria bajo las diferentes 
condiciones de cultivo. 
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FIG V.- Electroforesis de Klebsiella oneumoniae en SDS-PAGE 
al 12Y.. Carril A marcadores de peso molecular, 
carriles B y C cepa 22, carriles D y E cepa 50, 
carriles F y e cepa 51 medios E+ y E-

respecti vamente. 
Cepa 22 klebsiella pneumoniae 
Cepa 50 Klebsiella pneumoniae 
Cepa 51 Klebsiella pneumoniae 
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C> JET de protetnas totales de Klebsiella pneumgniag frente a 
un suero 927+ con respuesta intensa. 

Ya teniendo caracterizado el patron electroferético de 
Klebsiella oneumgniae, ee realizo una inmunodetecciOn para 
Klebsiellts con actividad de nitrogenasa y sin ellal datos 
mostrados en la fiQ VI. 
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FJG VI.- Reconocimiento por JET de prote!nas de diferéntes 
cepas de Klebslella oneumgniae crecidas en medio E+, 
carril A marcadores de peso molecular, carril B cepa 
33, carril C cepa 22, carril D cepa 25, carril E cepa 
SO, carril F cepa ~1 por un suero 827~ con respuesta 
intensa. 

Actividad de nitrooenasa 
E+ E-

Cepa 33 
Cepa 22 + 
Cepa 25 + 
Cepa 50 + + 
Cepa 51 + + 
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O> ProducciOn de p5~ en diferente5 medios 

I> PAGE de Klebmiella oneumonioe en diferentes medios. 

Ya teniendo eetandarizados loe patrones electroforéticos 
de Klgbsiellc cn•umooiae en medio E+ y E-, se penso en 
obtener la masa bacteriana en un medio mAs rico, caldo soya 
tripticaselna para posteriormente analizarlo por JET, fiQ 
VII. 



FIG VII.- Electroforesis de Klebsiella pneumoniae en SDS-PAGE 
al 12%, carril A marcadores de peso molecular, carriles 
B,C cepa 50 crecida en medio E-, carrile~ D,E 
crecida en E+, carriles F,G crecida en caldo eoya 
tripticase!na. 
Cepa 50 Klebsiella pneumoniae. 

.. 
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II> lET de Klebsiella pneumoniae en diferentes medios. 

La cepa 50 de Klebsiella oneumonta~ fu~ crecida en los 
medios E-,E+ y caldo soya tripticasefna, los patrones 
electroforéticos ya transferidos fueron enfrentados con un 
suero 827+ con reSpuesta intensa a p55 y con un suero 827-
con respuesta débil, datos mostrados en la fig VIII. 



FIG VIII. IET de Proteinas de Klebsiella pneumoniae cepa SO 
carriles A,B cepa crecida en medio E+, A 
reconocimiento intenso, B reconocimiento débil. 
Carriles c,F cepa crecida en medio E-, carriles D,G 
cep~ crecida en medio E+ y carriles E,H cepa 
crecida en caldo soya tripticaselna. Carriles C-E 
reconocimiento intenso, carriles F-H 
reconocimiento débil para p55. 
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3) Presencia de p55 en otras entercbacterias. 

A> PAGE de diferent•n cepas de enterobacterias en caldo uoya 
tripticaselna. 

Se realizo una selecciOn de diferentes enterobacterias 
conociendo lo• estAndares de protelnas en tres medios 
dlfer•nte& E- 1 E+ v caldo soya tripticase!na, en la fiQ. IX 
•• muestran lo• patron•• electrofortticoa dv las diferentee 
enterobactertaa seleccionadas crecidas en caldo soya 
triptica•elna. 



FIG tX.- Electroforesis de diferentr.s enterobacterias en 
505-PAGE al 12 X, c:arri l A marc:adores de peso 
molecular, carril B c:epa 50, carril C cepa 52, 
carril D cepa 54, carril E cepa 55, carril F cepa 
56, carril G cepa 57, carril H cepa SBJ carriles B-H 
cepas crecidas en caldo soya triptic:ase!na. 

Cepa 50 
Cepa 52 
Cepa 54 
Cepa 55 
Cepa 56 
Cepa 57 
Cepa 58 

Klebsiella oneumoniae 
E~c:heric:hia ~ 

Enterobac:ter ~maris 
Salmonella ~ 
Salmonella thyphimurium 
~ f.llilllID:!.. 
~ enteroc:olftica 
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B> JET de diferentes enterobacterias. 

El patrOn electroforético de las diferentes enterobacterias 
las cuales fueron transferidas y enfrentadas a sueros 827+ 
<reconocimiento intenso) y 827- Creconocimientc débil), datos 
mostrados en la fig X. 



FIG. 

cepa 
cepa 
cepa 
cepa 
cepa 
cepa 
cepa 
cepa 

IET de prote!nas totales 
enterobacterias crecidas en 

de diferentes 
caldo soya 

tripticaselna. 
carriles A,I cepa SO, carriles B,J cepa 52, 
carriles C,K cepa 53, carriles D,L cepa 54, 
carriles E,M cepa 55, carriles F,N cepa 56. 
carriles G,O cepa 57, carriles H,P cepa 58¡ 
carriles A-1-1 reveladas con suero 827- respuesta 
debil, carriles I-P reveladas con suero 827+ 
respuesta intensa. 

50 Klebsiella pneumoniae 
52 Escherichia ~ 
53 ~~baeter m.B. 
54 Enterobacter agglomeris 
55 Salmonella ~ 
56 Salmonella thyphimurium 
57~~ 
58 Versinia enterocol!tica 

se 



4> Reconocimiento por anticuerpos de los sueros de pacientee 
con EA y HLA 827+ contra sus propias enterob•cterlas. 

Er.a interesante conocer como reepond!an los pacientes 
con EA frente a p55 en bacterias aisladas en eus propia• 
heces, por medio de tET mostrada en la fiQ. XJ. 



FIG XI.- PatrOn de reconocimiento para protelnas de 
diferentes cepas aisladas por coproc:ultivo en los 
mismos probandos con HLA-827. carril A cepa 54 
reconocimiento intenso, carri 1 B cepa 53 
reconocimiento d~bil, carril C cepa 52 
reconor: i mi en to débi 1. c:arri 1 O c:·epa 51 
rPr:onacimient.o inten~n. CC'lrri 1 E cepa 50 
reconocimiento intenso. 

Cepa 54 
Cepa 53 
Cepa 52 
Cepa 51 
Cepa 50 

Enterobac:ter agglomeris 
Enterobac:ter ~ 
Escherichia c:oli 
~siella oneumoniae 
Klebsiella pneumoniae 
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~> DeterminaciOn del i9otipo del anticuerpo que reconoce a 
p:S:S. 

Conociendo muchas de las caracterlsticas de ta p55 se 
diseWo u'n anAlia1!5 por IET del 1!5ot.ipo que reconoce a este 
anttgeno bact.eriano, fig. XII 
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FIG XII.- PatrOn de reconOc:imiento de protetnas de ~:lebsiel la 
oneumoni ae cepa 50 carri 1 A respuest.?. i ntenisa a p55. 
carril B respuesta debil, A,B reveladas con 
antiinmunoglobulinas totales (lgG, IgM e lgA>. 
Carriles C,D revelados con anti-IgG, carriles E,F 
revelados con anti-IgA, carriles G,H revelados con 
anti-IgM, carriles C-H suero con respuesta intensa a 
p55. 
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DlSCUSION 

Siguiendo los condiciones.de trabajo emtablecidas en 
nuestro laboratorio de tnvesti9aclOn y anteriormente 
reportadas en donde se utilizo medio con •ale• de nitr09eno 
E+ diseñado ortotnalmente por Vooel-Bonner <&7>, fué 
modificado estequtometricamente para crear el medio libre de 
nitrooeno E-, •• determinaron las condiciones optimas de 
cultivo para Kltbs!@lla cntymgniae previamente citadas. 

La cepa de Klwbaiclla pn1umpniae anteriormente trabajada 
era la cepa 22 CnomeJlclatura del laboratorio) mo•tro Qran 
actividad de nttrooenosa y por medio de la técnica de JET ae 
observo un reconocimiento selectivo por probandos HLA-827+, 
en relactOn con el cuadro cllnico hacia una protetna de peso 
molecular de S5 KDa denominada p55. 

PLANTEAMIENTO• 

1) ¿ El reconocimiento diferencial era antadi•ticamente 
•ionificatlvo ? 

2) ¿ Era la enzima nitrogenasa la responsable del 
reconocimiento preferencial hacia p55. 

3> Puesto que utilizando medioB de cultivo diferantas 
eKistlan variantes en lo• patrone5 electrofor6ticos, 
¿ De que manera era afectado el reconocimiento 
selectivo ? 

4) El reconocimiento diferencial para p55 era •Kclusivo 
del Q6nero Klsb•itll§. 

Como puede observarse, •stas interrooante• giran 
alrededor de la hipOtasiB de mimetiemo molecular CEbringer> 
<:2a-30). 

De acuerdo con las interrogantes planteadas, abordamos 
el trabajo de la siguiente manera• 

Be opto por cambiar ta cepa 22 por la cepa 50 la cual 
proviene de un paciente con EA definida ai~lada de 
coprocultivo lo cual nos pareclb mls atractivo- estA cepa 
presentaba una actividad de nitrooenasa en lo• medios E+ y E-. 

Al ampliar el nOmero de probandoe en.estudio Be tendrla 
mayor •ionificancia estadletica y ratificar o eliminar las 
a~everacione9 dedaS anteriormente• 



1> El reconocimiento selectivo a p5S no estA relacionado con 
el cuadro cl!nico. 

2> El reconocimiento selectivo a p55 estA relacionado de 
alguna manera con la presencia del ant!geno HLA-B27. 

Se trabajO con 26 muestras de sueros correspondientes a 
pacientes con EA definida, Diaonosticados por el servicio de 
Reumatolog!a del Hospital General de Méwico y 56 muestras de 
sueros correspondientes a sujetos aparentemente sanos, todos 
familiares de los pacientes. 

Se agruparon a los &ueros de acuerdo con la pre&encia o 
no del HLA-B27 y al reconocimiento a p55, algunos sujetos 
responden · intensamente a ese ant!geno en tanto que otros lo 
hacen de manera debil fig JJJ.· 

Al realiar el anAlisis de los probandos localizados en 
uno u otro grupo, se encentro que no existen diferencia& en 

·el reconocimiento de este ant!geno en relaci~n a su estado 
cltnico, pero st con la presencia del HLA-927+ pues el 41/55 
a el 74.~X mostraron una respuesta intensa y el 9/27 o 33X 
de los HLA-927- presentaron esa caractertstica CpS0.05>. Con 
respecto a la capacidad d~bil de respuesta el 14/55 o 25.5% 
de las HLA-B27+ presentaron esa caracterfstica y los HLA-827-
10/27 o 66X se manifestaron de igual manera tabla 3. 

Los resultados de este trabajo confirman claramente que 
la magnitud de la respuesta de anticuerpos para p55 de 
Klebsiella pneumoniae se encuentra relacionada de alQUna 
manera con la presencia del antlgeno HLA-B27, con una 
eignificancia estadistica X2 C6S>. 

Como puede observarse se contaba ya con un panel rico de 
Klwbsiella Ccon actividad o sin ella de fijaciOn de 
nitrooeno>, ya identificadas por los Departamentos de 
Bacteriologf a respectivos de cada fuante de ubtenciOn <31,32> 
tabla 4 y fig. JV. De esta manera se canto con variablRs para 
tratar de darle respuestas a las interrogantes planteadas. 

Siempre se identificaron las bandas correspondientes a 
p55 de acuerdo con el Rf obtenido en cada corrimiento 
teniendo como estandares los marcadores de peso molecular 
mostrados en la tabla 2 y fig. ll respectivamente. 



En la fig. V ee muestran los patrones electroforéticos 
de protelnas totales en medios.E+ y E- para las cepas 22, ~o, 
Sl de Klebniella pneumcniae como puede observarse el patron 
electrofor•ttco de protefnas totales presentados por estas 
cepas para medio E+ es por mucho mAs rico en bandas proteJcas 
que para el medio E-. 

Para determinar si ¿ Era la nitrogenasa ? la 
responsable del reconocimiento diferencial, se plantearon 
diferentes experimentos• 

En la fio. VI se muestra el reconocimiento proteJco de 
un paciente con EA siendo B27+ frente a diferentes cepas de 
Klebsiella pnwumoniee las cuales presentan caracteristicas 
de ·ausencia y fijaciOn de nitr6geno atmosffrico, se observo 
r•conocimiento a p~S en todas las cepas trabajadas, lo cual 
nos daba un indicio para suponer que este reconocimiento 
selectivo no involucraba a la nitrogenasa de Klebsi~llo 
oneumgnia~J lo mas probable es que se trate de una molfcula o 
mol~culas que migran conjuntamente sin relacionarse con la 
fi JaciOn de ni tr69eno. 

Para llevar acabo eatA aseveraciOn, •• incluyo al 
desarrollo un medio donde fuera menos requerid• la presencia 
de la nitrogenasa$ •e pensO en caldo soya tripticasetna, 
realizando previamente la estandarizaciOn del tiempo de 
cultivo, la masa bacteriana obtenida se trato de la misma 
manera establecida para los medios E+ y E-. 

La fio. VJJ muestra patrones electroforfticos de 
Klebsiella eneymgni1e crecida en caldo soya tripticaseJna, E+ 
y E- con alouna• dif•renciae pero con un nOmero similar de 
bandas proteJcas para Jos medios E+ y caldo soya 
tripticaseJna, no aai para el medio E- pues presento menor 
cantidad de banda•· proteicas. De esta manera se lo 
proporcionaba a la bacteria medio donde la actividad de 
nitrOgeno s• expr•s•ra al mAHimo E- y medio donde no fuera 
necesaria esta acttvaciOn E+ siendo menor aun en caldo soya 
tripticasetna, tomando en cuenta que el complejo de 
nitrogenasa era inducible eKpres6ndose cuando las 
consentraciones de nitrooeno son escasas (33). 

El ewtrActo protefco bajo estas tres condiciones de 
cultivo de ta cepa ~o de Klpbwiglla oneumoniae s~ enfrente a 
sueros 927+ con ~espuesta intensa y 927- con r~spuesta débil 
hacia pS5J el reconocimi&nto a pS5 no fue mayor en.ninguno de 
los ~edios cuando se enfrento a suero con respuesta intensa 
pero si cuando se enfrent6 ccn un suero con respueste débil. 
f!g. VIII. 



Se han involucrado a diferentes microoraanismos Qram 
negativos co~ la EA <25-30>, se seleccionaron a los otneros 
Eschericbia. Enterobacter. Salmgnella. mi!.9.ltll.Aa.. ~por 
existir reportes donde los involucran de alouna manera con 
las espondiloartropatlas seronegativas <30-35>, se determinb 
si el reconocimiento diferencial era exclusivo del género 
Klebsiella o se encontraba de la misma manera en otros 
generas enterobacterianos. 

En la fig. X por IET se enfrentan estractos 
enterobacterianos a un suero B27+ <respuesta intensa> Y uno 
927- <respuesta debit>, las cepas crecidas en caldo soya 
tripticasefna1 como se observa existe el reconocimiento 
diferencial marcado por los sueros~ lo que indica que la p55 
se encuentra en todos los géneros estudiados. Sin embargo 
existe otra prote!na la cual es tambitn diferenciada por los 
sueros 927+ como la h-homp de 35 KOa reportada por 
Bchemen <4Sl. 

Era interesante conocer como serla la respuesta de 
anticuerpos de P.acientes con EA, HLA-927+ frente a p55 de 
cepas enterobacterianas aisladas de sus propias heces, en 
cinco pacientes analizados 3/5 O 60Y. de ellos reconocieron a 
el antlgeno (p55>s mientras que 2/S 6 40Y. presentaron 
reconocimiento débil, lo cual indicaba que en este 
reconocimiento diferencial no se involucraba el cuadro 
clfnico. fiQ. XI. 

Al determinar el isottpo del anticuerpo que reconoce a 
p55, fig. XII fut de la cla9e lQG lo que indica respuesta 
secundaria hacia el antlQeno por vfa sistémica, involucrando 
a las celulas T·en ella. 
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CONCLUSIONES 

~> Se demostrO que la magnitud de la respuesta de anticuerpos 
contra la protetna de SS KDa denominada pSS, se 
relaciona de alguna manera.con la presencia del HLA-B27 1 

no ast con el cuadro cl!nico. 

2) Se comprobo que el reconocimiento diferencial se da para 
una prote!na constitutiva, probablemente se trate d~ 
varias mol~culas cuyo peso similar las hace migrar 
conjuntamente, ese o esos componentes no se encuentran 
ligados a mecanismos de ~ijaciOn de nitrbgeno. 

3> Se demostrO que p55 se encuentra presente bajo 
diferentes condiciones de cultivo. 

4> El reconocimiento diferencial a p55 por individuos B27+ y 
827- no ea e~clusivo del gónero KlebniPlla pues se da 
en otros oeneros enterobacterianos. 

5> El anticuerpo que reconoce a pS5 es de le clase lgG lo 
cual implica respuesta a estimulo secundario y 
sist•mico, involucrando a las celulas T. 

6> Aunque no se puede concluir que las enterobacterias se 
involucren en la etiopatogfnesia de la EA, se afirma 
que la presencie del HLA-B27 marca una tendencia de 
reconocimiento diferente para p55, resultando de oran 
inter's el hallazgo de elementos que puedan contribuir 
y caracterizar la naturaleza multifactorial de la EA. 
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A P E N D I C E 

En el laboratorio de inmunoqutmtca de la Escuela 
Nacional de Ciencias BiolOgicas del Instituto Politécnico 
Nacionatr se sigue desarrollando investtgaciOn referente a la 
EA determinAndose que la p55 es una protetna de Choque 
t~rmico contribuyendo a la posible etiologta de la 
enfermedad. 

Sabiendo que las protelnas de choque son ant!genos 
tnmunodomtnantes y considerando que la pS5 se encuentra 
relacionada con la preGencia del HLA-827 serA posible conocer 
eventos del sistema tnmunolOgico los cuales podrtan ser una 
contrtbuctOn la tnmunologla bAsica en el campo de la 
reumatolcgfa. 

bB 



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS 

Tabla 1 DistribuciOn racial de alelos HLA-927 •••••••••• 17 
2 Marcadores de peso molecular ...................... 39 
3 Reconocimiento de la prote!na p55 ••••••••••••••• 43 
4 Fuente de aislamiento y determinaciOn 

de nitrogenasa de diferentes enterobacterias •••• 45 

Fig J Estructura tridimencional del HLA-827 •••••••••••• 15 
11 Recta de marcadores de peso molecular •••••••••••• 40 

111 Reconocimiento de protelnas de ~~lebsiella 
ooeumoni l'!e ••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 42 

IV Cromatograma de la actividad de nitrogenasa •••••• 46 
V Electroforesia de Klebsiella pneumoniae •••••• 40 

VI Reconocimie4nto de protetnas de diferentes 
cepas de Y.Jebsiella pneumoniae ••••••••••••••• SO 

Vil Electroforesis de Klebsiella pneumoniae 
crecida en diferentes medios ••••••••••••••••••••• 52 

Vlll Reconocimiento de protetnas de Klebsiella 
oneumoniaecrecida en diferentes medios ••••••••• 54 

IX Electroforesi'!S de diferentes cepas 
enterobacteri anas •••••••••••••••••••••••••••••••• 56 

X Reconocimiento de protetnas de diferentes 
cepa~ enterobacterianas ••••.•••••••.••••••••••••. 50 

XI Reconocimiento de protetnas de cepas 
aisladas de coprocultivo en los mismos probandos. 60 

Xll DeterminaciOn del isottpo del anticuerpo que 
reconoce a p55... • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 62 

b9 



ABREVIATURAS 

Oodecil sulfato de sodio SOS 

Electroforesis en geles de 
poliacrilamida PAGE 

Espondilitis anquilosante EA 

lnmunoelectrotransferencia IET 

Medio con fuente de nitrOgeno E+ 

Medio libre de nitrOgeno E-

Peso molecular PM 

70 



BIBLIOORAFIA 

1.- Khan MA, Skosey JL. Ankilosing spondylitis and 
related spondyloarthropathies. En• 6smter m <ed.) 
Inmunological di~eaeea, Vol IV. Bostont Little, 
Brown and Co. < 1988), pp 1509-1553. 

2.- Burgos-Vargas, R. <1987>. Espondilitis 
anquilosantes EvoluciOn de conceptos. Rev. Mex. 
Reumat. 21 pp 97-99. 

3.- Calin A. Ankilosing spondylitis. En& Calin A (ed.) 
Spcndyloarthropathies. Orlandol Grune and Stratton 
Cl984l, pp 60-118. 

4.- Orozco, J.1 Navarro, AJ GalvAn, F. y Hernandez, C 
(1907>. Espondilitis anquilosantes• prototipo de 
las empondiloartropatfas seronegativas. Rev. Mex. 
Reumat. 21 pp 100-111. 

5.- WaQener, P.J Mau, W.1 Zeideler, GI Robin-Win, M. y 
Deich~r, H (1985>. HLA-927 and clinical aspects of 
ankilosinQ spondylitis• results of prospective 
studies. Inm. Rev. 8b• pp93-100. 

6.- Ladd JR, Cassidy JT, Martell w. <1971> Juvenlle 
ankilosinQ spondylitis. Arthr Rheum, 141 pp 579-590. 

7.- Buroos-Vargas R, V6zquez-Mellado J. <1988>. El 
reconoclmlento y diagnostico de la espondllitis 
anqullo5ante juvenil: anAlisis clfnico y estudio 
comparativo con la artritis reumatolde Juvenil. Biol 
Hed Hosp Infant M•K, 4~t pp ~00-511. 

8.- Burgos-Vargas R, Naranjo A, Castillo J, 
G. <1989) AnJ:c1losinQ spondylitls in the 
mestizo• patters of disease according to 
onset. J Rheumatol, 16• pp186-191. 

Ka tona 
MeKicon 
aoe at 

9.- Fraga A, Gorodazky e, La.valle C, Castro L, Escobar 
Gutierrez A, (1979) HLA-927 in Mexican patienta 
with ankllosln; spondylitis. Arthr Rheum, 221pp 302 

71 



10.- Schaller J, Sitnum s, Wedgwood R J, (1969) 
Ankilosing witn childhood on9et. J pediatr, 741 pp 
505-516. 

11.- Scholosstein K, Terasaki P I, Sluestone R, Pearson 
CM.(1973> High association of ~n HLA antigen W27, 
with ankylosing spondylitis. N eng J Med 2ae: pp 
704-706. 

12.- Orozco-Medina, H. y VAzquez-Escobosa, c. <1981>. 
Ant!genos HLA en espondilitis anquilosante. Rev. 
Invest. Clin <Méx>. 33: pp 369-372. 

~3.- Harry G. Sluestein <1988) Anatcmic and genetic 
considerations in the pathogenesis of Ankylosing 
Spondylitis J of Rheumalogy <Supplement 16) vol 1s1 
pp29-32. 

14.- Schosstein, L J Terasalci, P 1 Bluestone, R y 
Pearson, c. (1973>. HLA-B27 anti gen association 
ankilosing spondylitis. N eng J M~d 2991 1020-1022. 

15.- Khan, Muhammad A. y Skosey, J (1988). Ankylosing 
Spondylitis and related spodyloartropathies. Enl. 
lnmunological Diseases, vol iV, Boston USA, Ed 
little erown & Co. pp 1509-1~38. 

16.- Firestein, G. y Cowling, P. 0977) Arthropaties 
related Spondylitis. New York, Raven Press pp 234-
36. 

17.- Ebringer, A 1 Baineis, M, y Ptaszynska, T. 0985) 
Spondyloarthritis uveitis, HLA-827 and Klebsiella 
Imm. Rev. 86• pp 101-106. 

te.- Feltelius, N. (1986). Pulmcnaty involvement in 
ankylosing spondylitis. Ann Rheum. Dis. 451 736-740. 

19.- Calin, A (1983>. Spondyloarthropaty in caucasians 
and non-caucasians. J Rheum. 101 pp 10-10. 

72 



20.- Mcll, J. M. (1974>. Asscciations Between ankylosing 
spondylitis psoriatlc arthrltis, Reiter•s disease, 
the intestinal arthropaties and Behchet's syndrome. 
Medicine (9al > ~· 343-364 

21.- Moderator: David T. V,. Vu. MD discussants: s. Voon 
Choo, MD and Terry Schaack, MD• Molecular mimicry 
in HLA-B27 ·related Arthritl5 1989 Annals of 
lnternal Medicine Vol 111 No. 7 551-591 

22.- Me.. Devltt, H. o. <1974). HLA, immune response 
gen~s and dleeases. Lancet ~· 1269-1275 

23.- Welxh, J.J Avokian, H.1 Cowling, P.J Ebrlnger, A.J 
Woolwy, P. J Panayl, G. y Ebringer, R. ( 1980). 
AnkyloslnQ spondylltle, HLA-b27 and klebsiella. l. 
Cross-reactivity studles with rabblt antisera. Br. 
J. wxp. Path. U• 85-91 

24.- Seager, K.J Bashlr, H.1 Geczy, A.J Edmonds, J.1 De 
Vere-Tyndall, A. <1971>. Evldence fer a specific 
827-assoclated cell surface marker on lyphccytes of 
patlent& wlgh ankylosing spondylltis. Natur ~· 
bB-70 

25.- Cohen, M. (19951. Antlgenlc characterization of 
enterobacteriaceae Aasoclated Wlth Relter•s 
Syndrome. En• Advance& in lnflamation research. 
Vol. q (the Spondyloarthropathles>. New York, Raven 
Press. ppr 173-177 

26.- Flresteln, G. y ZHalfler, N. <1907>. 
arthritls Ann. Rev. Med. ~· 351-360 

73 

Reactive 



27.- R. Ebringer Acute anterior uveitis and faecal 
carriage of gram-negative bacteria 1988 Britich 
Journal of Rheumatology Vol 27 CSuppl JI> 42-45 

28.- Druice Cavender and Morris Ziff 
Anti-HLA 827 Antiboides in sera from patiens with 
gram-negative bacterial infections 1986 Arthritis 
an Theumaism Vol 29 No. 3 352-357 

29.- Richard 8. Raybourne, V. Kelly Bunning and ~:ristina 
H. ~<Ji 11 iams Reaction or anti-HLA-B monoclonal 
antiboidies with envelope proteins of Shigella 
SPECJES 1988 the Journal of Xnmunology Vol 140 No 
10 3489-349~ 

30.-

31.-

Muhammad Asim Khan; John Lskosey 
Ankyl osi ng spondyl 1 ti s and 
spondyloarthropathies 1988 inmunological 
Vol IVJ 1509-1538 

Ernest Jawetz, Joseph. Melnick, Edward A. 
George F. Brooks, Janet S. Butel, L. 
ornston Edit. Microbiologia Medica 13a. 
Manual moderno 204-206. 

rel ated 
diseases 

Adelberg 
Ni cholas 

Edicion 

32.- Mac Faddin Pruebas bioqu!mica~ para la 
identificacion de bacterias de importancia clinica 
Wdit. Panamericana 1984 capitulo 34 259-274. 

33.- Cavender, D y Ziff, M U986) Anti-HLA-827 
antibodies in sera from patients with gram-negative 
bacterial infections Arhritis Rheum ~· 3!52-357 

34.- Trull, A. Ebringer, A. Pnayi G Ebringer, R y James 
D (1984>. HLA-B27 and the immune response to 
enterobacterial antigens in ankylosing spondylitis. 
Clin. Exp. lnmunol~ ~· 74-BO 

74 



35.- Schwimmbeck, P.1 Yu, D. y Oldstone. M (1997>. 
Autoantibodies to HLA-827 in the sera of HLA-827 
patients wigh anlcylosing spondylitis and Reiter•s 
syndrome. J. E>ep. Med. !.t!.á' 173-181 

36.- Ogasawara, M.s Kono, S y Yu, D. 1986. Mimicry of 
human histocompatibi l i ty HLA-827 .anti gens by 
Klebsiella Pneumoniae lnfect. Immun. :U.• 901-908 

37.- Robert P. Hausinger and James bryand Howard. 
Comparison of the iron proteins the nitrogen 
fi~ation comple>ees of Azotobacter v1neland11, 
Clostridium Pasterianum, And Klebsiella pneumoniae. 
Proc. Natl Acad. Sci. USA, vol 77 No. 71 1980, pp 
3826-3830 

38.- Winston J. Brill. Biochemical genetics of nitrogen 
f>eation Microbiological ReviewsJ Sep 1980 vol 44 
No. 3 pp 449-467 

39.- M. Kelly. Compnrisons and cross rections of 
nitrogenase from Klebsiella pneumoniae, Azotobacter 
chroococcum and Bacillus polymyxa. Biochimica Et 
Biophysica acta. 191 <1969>, pp ~27-540. 

40.- Howard Dalton and Leonard E Mortenson. 
CN2 > fixation <wigh a biochemical 
Baceriological Reviews vol 36 No 2 june 
231-260. 

Dinitrogen 
emphasts>. 

1972, pp 

41.- Colli!!.do, A.I Snmart1 1 R.r Bielsa, J. y Castel, T. 

42.-

U988). Immunoolobulin A in the skin of patients 
wi th ankyl osi no sponkyl i ti_s._ Ann. Theum. Di s. !Z• 
1004-1007 

Cooper, R. 1 FrAser, s. 1 Sturrock'~ c. y Gemmel 1, 
(1988). Tatsed titres of anti-klebsiella lgA 
ankylosinQ spondylitis 1 rheumatoid arthritis, 
inflammatory bowel disease. Br. Med. Jour. 
1432-1434 

e:. 
in 

and 
a!U..• 



43.-

44.-

45.-

4b.-

47.-

48.-

49.-

Peeters, A.; Van-Den Wall, W.; Van-Dalsen, A. y 
Westedt, M. <19BB>. Relation of microscopic 
haematuria in ankylosinQ spondylitts to circulatinQ 
lgA containing immune complexes. Ann. Rheum. Dts. 
Q• b45-b47 

Mackiewtcz, A.I Khan, M y Reynolds, T. <19::19>. 
Serum lgA, acute phase proteins, and glycosy~atton 
of a -acid glycoprotein in ankylosing spondylitis. 
Ann. Rheum. Dis. §l 99-103 

Ch. G van Bohemer., E Weterings, H S Goel the, F C 
Grumet and H C Zanen <1989>. Enterobacterial 
involvementn in the pathogenesis of secundary 
&nkylosing spondylttis. British J of Rheumatology 27 
Csuppl ll>• pp bl-b7. 

Gunnar Husby, Naoyuke Tsuchtya, Peter L. 
Schwimmbeck, Andrew Keat, J'on a. Pahle, Mtchael 
B.A. Oldstone and Ralph c. Williams Jr. Cross
Reactive epi tope with Klebsiella pneumoniae 
nitrogenase in articular tissue of HLA-827(+) 
patients with ankylosing spondylitiB 1989 Arthritis 
and Theumatism Vol 32 No. 4 437-445 

Lee Scholosstein, M. O,. Paul I terasa~cy,. Pn. O, 
Rodney bluestone, M. O and Carl M. Pearson, M. O 
High associaticn of an HLA-Antigen W27, with 
ankylosing spondylitis 1973 the New England Journal 
of medicine Apr. S 704-706 

Richard Benjamin and Peter Parham 
Guilt by association 1 HLA-B27 and ankylosing 
spondylitis 1990 lnmunology today Vol.11 No. 4 137-
142 

Denis Wakefield, M.o, FRACPI tom H. Stahlberg PhDJ 
Auli Toivanen M.D,; Kaisa Granfors, PhD; Carolyn 
Tennant. 
Serologic Evidence of Yersinia Jnfection in 
patients with anterir uveitis 1990 Arch Cphthotmol 
Vol 108 219-221 

7b 



~o.- CT Pease, M Fennell and DA Brewerton 
Polymorphonuclear leucocyte motility in men with 
anftylosing spondylitis 1999 Annuals of the 
Rheumatic Diseases 48, 35-41 

51. - PE Pease, MR Lane, H Ch anal• JE Tal l ack and RN 
Allan Gram-Negative bacteria, HLA-827 and 
inftammatory bowel Diseare 1988 British J. Of 
Rheumatology Vol 27 (suppl Il> 29-31. 

52.- PE Pease, MR Lane, H Chanal, JE Tallack and RN 
Allan Cross•R6cretivity Studis on bacteria belived 
to be associated with inflammatory bowel disease 
<1BD>, ankylosing spondylitis <AS> and reactive 
arthritis <ReA> 1988 British J. of Rheumatology 
Vol. 27 Csuppl 11> 32-33 

~3.- Mitchell L. echen; Antioenic Characterization of 
Enero bacteriaceae Associated With Reiterªs 
Sindrome 198~ Advances in inflamation Research Vol. 
9 173-177 

54.- David Tak Van Vu !inmune Response of Patients with 
Reiter's Syndrome to yerainia enterocolitica 1985 
Advances in inflamation Research Vol 9 179-187 

55.- A. Gr8nberg, A. Fryden and W kihlstroml Humoral 
immune response to individual yersinia 
enterocolitica antigens in patients wtth and 
without reactive arthritis 1969 Clin. E>ep. Immuno. 
Vol. 76 31>1-31>5 

56.- Arnason, A.1 Thorsteinsson, P <1979>. Ankylosing 
spondylitis, HLA-827 and Bf. Lancet L• 339-340 

77 



57.-

58.-

59.-

bO.-

bl.-

Geczy, A. AleMander, K.; Gashir, H. y Edmonds, J 
U9BO>. A factor<s> in t<lebsiella culture filtrates 
specifically modifies an HLA-927-associated 
cell-Surface ccmponent. Nature ~· 782-784 · 

Sullivan, J. y Beczy, A. <1985). The modification 
of HLA-B27-positive limphocytes by the culture 
filtrate of Klebsiella K43 BTS l is a metabolically 
active process. Clin E~p Immunol ~1 672-677 

Oruery, C.; Bashir, H. y Geczy, A (1980). Searcho 
fer Klebsiella cell wall components cross-reactive 
Hith lymphocytes of 927 AS 

Orban, p.¡ Sullivan, J.; Gec:zy, A.J upfold, ld 
coulitis, N. y bashir, H (1983). A factor shed by 
lymphoblastoid cell lines of HLA-827 positive 
patients with ankylosing spondylitis specifically 
modifies the cells of HLA-827 positive normal 
individuals. Clin. Wxp. Immunol. ~· 10-16 

Cameron, F.i Russell, P.; sullivan, J. y Geczy, A. 
i9B:S. Is klebsiella plasmid involves in the 
aetiology of anlcylosing espondyliti!s in HLA-B27 
positiva induviduals? Mol. Immunol. ¡Q• 56'3-566 

62.- Schi:Hlhorn, R. <1967>. Acetyline as a competitiva 
inhibitor of N fixation. Prtoc. Natl. Acad. Sci. 
:fil• 213-21b 

Laimmli, U.K. 
proteins during 
bacteriphaoe T 

<1970). Cleavege of structural 
the assembly of the head of 
• Nature ~· 680-685 

64.- Towbin, H.1 Steachel in, T y Gordon, J U979). 
Electrophoretic transfer of proteins from 
polyacrilamide oels to nitrocellulos ~heete. 
Precedure an some aplications. Proc. Natl. Acad. 
Sci. Zál 4350-4354 

78 



6'5.- Hancock, K y T!Sang, v. <1983>. India ink staininQ 
of proteins on nitrocellulose paper. Anal. Biochem. 
in• 157-162 

66.- Ficher, Frederic. C1973>. Classical sianificance 
test. Ens Fundamental Statical Concepts. 1a. Ed., 
New York USA. Harper and Row pub. pp: 285-292 

67.- Vogel, H y Bonner, D (1956) Acetylcrnithinase of 
Escherichia ~· partial purification and 

eome properties ~. Biol. Chem. 218• 97-106 

79 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Capítulo I. Espondolitis Anquilosante
	Capítulo II. Espondilitis Anquilosante y HLA-B27
	Capítulo III. Espondolitis Anquilosante y Factores Ambientales
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Apéndice
	Índice de Tablas y Figuras
	Abreviaturas
	Bibliografía



