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R E S UMEN

La .. espondilitis = anquilosante (EA) es  una enfe&eﬂad
inflamatoria crénica, que afecta fundamantalmente: la regidn sacrolumbar
- causando desde fibrosis hasta anquilosis de las vértebras. La etiologfa
de la EA es desconocida, pero se ha demmostrade muy clr:u:ament;e que’

existe una fuerte asociacién entre la enfermedad y la presencia del
garcador gen8ticoe HLA-B27. Sin embargo, é&sta asogiacidn no explica
la existencia de pacientes con ERN y qua no son B27 y que no tndos
los B27 padecen EA. Debide a &sto se ha sugerido que existen factores
ambientales que pudieran, Junito con el marcador genético, ser
-responsables de la ectiologfa de la enfermedad. Entre estos factores
se han menc_io_nad_c“a _:mfecciones entéricas por bacterias Gram negativas,_

principalmente las de los géneros Klebsiella, Ye.r:sinié Y Shiaella;

Regientemnte s2 ha mencionado que existe mimetismo molecular entre
la nitrogenasa de K.pneumoniae y yla mol&cula B27. Con base en lo
anterior se tratd de identifiéar si existen anticuerpos en pacientes
con EA y enfermedad espondilftica, .dirigidos contra  protefnas ‘de
“la b;acter:la que no  fueran reconocidos por  10s sujetos testigo. se
Erabajé una cepa aislada de un caso d3 septic&mia que mst::& actx.vidad »
de nitrogenasa s8lo cuando se cultivé en un medio libre de nitrfgeno:
(BS),. también se cultivé en medio con sales de nit;régend (£ . Se

analizaron 10 sueros FA, 9 con enfermadad espondiiftica (EEV y 18




sujetos aparentemente sanos (familiares de los pacientes).  El andlisis
$e hizo mediante la técnica de  inmuncelectrotransfereicli utilizando
como antigeno extractos totales de la bacteria crecida cn arhos medios,
asi como sUs sobrenadantes. 1os  suercs e clasificaron de acuerdo
a su HLA. B27+: 9 EA, © EE y 8 sanos. B27-: 1EA, 3EE y 10 sanos.
No existen diferencias en el reconocimientc de alguna proteina: para
la barteria crecida en ES ni en los sobrenadantes, pero en la cepa
crecida ¢n EN hay una banda de 50-55 kDa que algunos Susrcs reConocun
fuertemente. Tampoco hay diferencia significativa en el reconocimiento
de &sta protefna entre enfermos Yy sanos, sin embargo analizando los
grupos como B27+ y B27- sin considerar enfermedad,existe una difel:enciz}x
estadisticamente significativa. Esto es importante porque las nuestras
‘analizadas son de pacientes y sus familiares de los  cuales muchos,
aparentemente sanos, son B27+. Los resultados miestran que s8lo él
14% (2/14} B27- reconccen . fuertemente a esa proteina, mientras que
los B27+ lc hacen en un 52% {12/23).Lo intevesante es que ésta protefna
es una de  las gue elevan su cCencentracitn al crecer la bacteria en
‘rnedio ES,ademis los mondmeros del Componente I de la enzima nitrogenasa
pesan” entre 50 y 60 kDa. Aunque no se puede. concluir cue ésté proteina
’sea de la nitrvogenasa, si podemos afirmar que existe una 'diferéncia
en el reconocimiento de la protefna de '50—55.7 kpa entre individuos

. HLA-B27+ y HLA-B27-.




INTRODUCETON

ToLa  espondilitis. anauilosante (Eﬂ) ¢ es una enfermedad
inflamatoria’ - -crénica, de-  etiologfa deéconocida, que afecta
principai&ente articulaciones axiales y periféricas, origina osteltis
(=3 :anacie cartflagos causando mataplasia y osificacibu. Su presencia
. se encuentra fuertemente asociada. con la molEcula: HLA-B27 de las

membranas celulares (1-4).

Se reconoce cque  la EA es una identidad que se exi):esa
clinicamente en varias formas dependiendo de clertos factores ocntre
vlos que se encuentran el grups Stnice, el sexo, la edad de inicio,
la presencia o no del HLA-B27 y su asociacifn o no cott alguna otra
identidad, particularmente aquellas que forman el dJrupo de  las

espondliloartropatias seronegativas (1,4).

La expx:esién clinica difiere también entre grupos &tnicos
"y razas.® Algunas Dbservacioncé sugieren que . la ‘poblacidn 'mes';i;sir
mexicana Vcon or. posée clertas particulafidades encre ias 'q‘_ze 7_‘se
“encuentran un alto porcentaje de enfernmos menores de 16 afos al inicio
de -la si;ntom.atologia ¥y una frecuencia notable de  afectacibn. de
articulaciones perifdcicas que 1a hacen diferente de la que se observar

“en otros grupos raciales. (%,0).




En los Gltims afios se ha . logrado clasificar a diversas
enfermedades consideradas como “variantes de la artritis reuratoide”,
a las que se les conoce en la actuslidad cono  espondi lourtropatfas,
cuyas caracteristicas genereles incluyen:

~Sacroiliitis con o sin espondilitis

=Inflamacion articular periférica

i Sin asociacibn con la presencia en suerc de factor reumatoide
o anticuerpos antinucieares
~Tendencia a la agregacién familiar
-Ausencia de nédulos reumatfides
~Terdencia a inflamacisn ocular (iritis aguda o conjuntivitis)

=R veces aortitis y anormalidades en la conduccl®n cardiaca

De las caracteristicas anterlores destaca, por su importancia,
la ausencia del factor reumatoide, vaz6én para que a este grupo o
enfermedades se les dJdenomine come “espondiloartropatias seronegativas"™

1,2,4).

Las espondiloartropatias seronegativas mis importantes aparecen
; r"‘en el orden ciguientea:
; "-—F,sgx:nndi]iLis anqullosantc
: ~Artropatfa psoriftica
~SIndrome de Reiter. (Aztritis reactiva)
i—Art:ropatia juvenil crénica :

“Colftis ulcerativa crénica




-Enferimvedad de Whipple ' o : : .
—Eméex:nedad de Crohn
~Uveitis anterior aguda

-Enfermedad de Bechcet

De las anteriores destaca,  por su” importancia.. clinico) " la-
espondilitis anquilosante. . R
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ESPONDILITIS ANQUILOSANTE

El ‘tErmino espondilitis anquiloaant;.e deriva del griego
spondyios gue  significa wértebra y ankvles cuve significado es soldar
o. fundir, es decir wvértebras soldadas, fundidas o fusionadas. La
fibrosis, asf como la anquilosis, son el resultado o consecuencia
del proceso inflamatorio crénico, aunque la arquilosis de la columna

épazcce s6lo en estadios rmy avanzados de la enfermedad.

La enfermedad, desde el origen de 'su descripcifn, muestra
una serie de sindninos como los siguientes (2.4): ’
-Espondiiitis deformante
-Espondilitis anquilepoyética
-Espondilitis atréfica ligamentosa
~Espondiloartritis anquilopoy&tica
—Pelviespon:lilitis ositicante
~Enfeniedad de Von Bechterew
-fnfermedad de Marie-Strumpell

~Espondilitis rizomi&lica

-Espondilitis adolescente

-Espordilitis reumatside R




BREVE HISTORTIA B

ixisten descripciones “de la copondilitis anquilosante - (BA)
en momias y tumbas egiprias que  se remontan hasta 2,900 afios antes
de nuestra era,  las cuales tienen las vértebras® fusionadas desde

la columa cervical hasta el cbcuix.

1a comunicacidn original considerada como el primer . reporte,
fu& hecha en ‘el afio de 1695 por Bernard Connor, quien describid parte
de un esqueleto con fusién completa de los cuerpos. vertebrales,

costillas, ilion y sacro formando una sota pieza.

En el siqlo ¥IX, Bechterew hizo una serie de publicaciones
con ‘la descripcidn de la enfermedad a la que determind "inflamacisdn
a;'x;uilosan't:e de la colwma y las grandes articulaciones de los mierbros
inferiores". En este siglo en la d6cada de los afios 50, se enfatiza
acerca de la tendencia a la agregacifn familiar de la enfermedad
y de ani se empieza a creer en la susceptibilidad heredada. Esta
sospecha  fué confirnada en 1973 por Schlostein (7), ya con el
descubrimiente de la -asociaci6n @ entre EA  y el antigeno. de

histocompatibilidad ITLA-B27 (4).

DIAGNOSTICO

los criterios mis  importantes para el -diagnéstico de 1a
LA zen loz aprobados en Nueva York en 1966, en los cuales se establece

-~ que se puede. hacer .un. diagndstico definitivo: si hay sacroiliftis

- 5=




U bilateral acompafiada de al menos une de los 3 criterios, o si la
sacroiliftis es unilateral con el primer criterio 'y cualquiera ‘de

los otros dou (2-4), Los criterios son:

l.~ Limitacifn en la nmovilidad dJde la colwmna tunbsar con los

3 plancs: flexién anterior, flexién lateral y extensidn.

2.~ Historia o presencia de dolor en la unidn dorsoiumbdar

0 en la coluima lumbaz.

3.= Limitacién en la expansidn tordcica de 2.5 cm O menos,

mexiida a la altura del cuarto espacio intercostal.

Con . @l hallazgo de que el HLA-B27 tiene una asocilaclén con
la EA de entrc 60-30% en poblacién mexicana (5,8), puede considerarse,
‘més que un criterio para el diagnSsticec, como una prucka indicativa
del grado de sgusceptibilidad, principalmente en los casos de

sacroiliftis asintomitica.

gin embargo el método mds (itil y bharato para el diagndstico
slg\,\'e siendo la x:adiogz_‘afia de  la pelvis; ocasionalmente . se pueden
U0 observar pécientes con sacroiliitis en ausencia de: dolor, los cuales

frente a algln factor precipitante desarrollan la enfermedad.
PATOLOGIA

Las alteraciones patolGgicas ocurren en. las  articulacionzae .

diartrodiales con sinovitis crénica. Hay hiperplasia del tejide sinovial




;:on.px:oliferacién de sinoviocitos, infiltracidn de linfocitos, oflulas
" plasmiticas e histiocitos., Estas altoracionos son Ry coracter {sticas
de la artritis reumatelde, por lo gue a la BEA se le considerd por
mucho tiempo una wvariante de - Bska. Sin ambavgs, 12 diferansia as
que en la EA existe una tendencia a la afectacidn de articulacioncs
fibrocartilaginosas como los discos intervertebrales, la articulacién
del  manubric esternal, la siInfisis dei pukis y los ligamentos

intervertebrales.

Lac articulacicnes sacroiliacar ostdn involucradas en el
100% de los pacientes, =n donde existe desde destruccidn del cartilago,
erosién 'y esclerosis del hueso yuxta-articular hasta fibrosis y

Einalmente anquilosis ésea (2,4).

Evisten tanbifr lesicnes inflamatorias focales de la cépsula
articular y en los sitios de insercidn de los ligamentos (ent8sis).
Estas *lesiones inicialmente inflamatorias o entesopdticas evolucionan
-a .fibrosis reactiva y posteriormente son reemplazadas por hueso

o (espolfnes calcaneos y sindesmofitos).

Ademds de las lesiones en las articulaciones e insercicmesv
téendinosas, la enfermedad puede afectar el corazbn, el tracto uveal
(uveitis), el 16bulo superior de los pulmones, la aorta con destruccién
“de 1a capa media a nivel del anillo, porcifn superior 'y oriq-r_-n de
las. arterias carftidas. Ocasionalmente la aorta descendente abdominal

también estd involucrada. lLa aortitis evoluciona a engrosamiento
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de - la -capa . Intima y obliteracibn de las arterias de -malians calibre
debido a un aurento en el imlsculo lisc. La afcecidn e la acria lleva
a 1la insuficiencia abrtica en las etapas avanzadas ¥y a la calciCicacibn

de sus paredes {(4}.
CUAMDRO CLIN1CO

La EA en general debe sospecharse en cualquier paciente,
principalmente Jjoven, con dolor por debajo de la espalda en quien
se -hi - descartado patologfia més freéuentc o co;nﬁﬁ como la lumbagia
de -tipo postural o ‘mecdinica, hernia de disco - intervertebral, 3la

ostecartritis o las malformaciones cong@nitas (3,4).

) Los sintomas con frecuencia se eXacerban en la mafana al
““levantatrse .o despufs de perfodos prolongados de inactividad y tiende

& majorar al carbiar de posicidn o con el ejercicio.

El grade de severidad de las manlfestaciones iniciales puede
variar desde una peqguefia molestia de pocos minutos de duracidn por
‘las  mafianas hasta un espaste  kiscular  lambar - severo con incapacidad

‘para la movilizacifn immediata al levantarse.

A medida  qgue la enfermedad progresa, ocurre £usidn entre
los cuerpos vertebrales. El1 ‘dolor de la regifn sacroiliaca éucle
ser insidioso, - diffcil de .leccalizar pero referido a la zona gltea
yk a veces en la cresta ilfaca .cercana a la regidn dal‘ aran trocanter

y. al dorso del musla. El dolor puede exacerbar al toser. o estm:‘n'uda'.r’.,
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Ia rigidez matinal de la columna o “sensacidn de cansancio”, puede
durar hasta "dos horas y desaparecer con una ducha de agua caliente,

ejercicio o marcha.

1as articulacicones periféricas mis afectadas son los hombros
y las caderas hasta en un 35% durante el curso de la enfermedad y
‘también puede ser sintoma inicial en algunos - pacientes. La afecci6n
de las coxofemorules es generalmente bilateral e insidiosa al inicio,
pero potencialmente incapacitante mis que cualcuier otra articulacidn
ya que pueden liesgar a la fusidn completa originande, en estadios
avanzados, la imposibiiidad para la flexidn de vodillas dando lugar
a la marcha caracteristica con la cabeza flexionada hacia adelante

en posicidn rigida.

Ta participacidn de arvticulaciones perlffiricas sin considerar
los hombros ni las caderas es del 15 al 25% y puede tambi&n, en forma
unilateral, ses la manifestaci6bn inicial especialmente la rodilla
y el tohillo con formacién dimportante del 1liquido intrarticular.
La articulacibn tenporomaxilar se puede afectar en el 10% de los

pacientes con gran coler al asticas {(4).

La afeccidn exoesquelé&tica mis comin en pacientes con  EA
es la uveitis 1llamada también irideciciitis. aguda y ocur:e en e;
25% de los pacientes en algtn momento del curso de la enfermedad
(3,9). ~La inflanacién es de tips no granulomatoso, de inicio agudo

y -generalmente unilateral. Los . sintomas incluyen - dolor, lagrimeo



y fotofoblia. A veces preceden a las manifestasiones eequaléticaz.

Las . alteracicnes aen la copduccitn ecordfacs  pueden afectar

‘a cerca del 3% de los pacientes con 15 afos de evolucidn de la
enfermadad y en el 8.5% despuSs de los 30 aflos del padecimicnto.

A veces preceden a las manifestaciones esquelfkicas.

La fibrosis pulmonar apical se presenta -en paclentes con
EA de larga evolucidn (promadio do 20 afles). Genecalwente es bilateral

y aparece radicléSgicamente como lesiones lineares o en placas (1l).

PREVALENCIA
La enfermedad es n8s frecuente de lo que se piensa y muchos

de los pacientes. en principio considerados como lumbigias mecfnicas,

son posteriormente diagnosticados cosk espondiliticos. Mientras que

1a prevalencia de EA en caucisicos se encuentra entre 0.5 y 2.3 por
1,000, en no caucdsicos puede ir de 0.7 a 93 por 1,000, Esto va en
relacidn con la. frecuencia del antigeno HIA~B27 en las poblaciones.
Asf, en la poblacidn mexicana la frecuencia del antigeno es dg 5.5%

{muy alta) y el 68.62% de los pacicantes son B2V (5,6,8).

14 oxpresidn clinica de la enfermedad dificre también entre

grupos &tnices, razas y sexo. Por ejemplo’ algunas observaciones mestran

que en la poblacidn mestiza mexicana, aproximadamente el S50% muesﬁran

la forma Jjuvenil de la enfermadad y adewds en la. gran mayorfa de

ellos la enfermedad se presenta antes de los 16 afios (5,6). Por otrc



lado, en algunos estudios se ha nostrado una relacidn nayor. en honbres

que en mijeres, de 9:1 aproximadamente (4).,

La enfermedad naturalmente ‘se desarrolla alrédedor de los

20 afios de edad. En algunos individuos, principalmente no B27, aparcce

BEA en décadas tardias, por ejemplo en los casos de artritis psoriftica

(12 .

ETIOLOGIA

La etiologia precisa de la enfermedad no se conoce aln,
aunque ya estd bien establecida la predisposici&n gens$tica asoclada
al HWIA-R27 (2,7,8). Se dic: entonces cue el antfgemno B27 juega un
papel importante en la patogénesis de la enfermedad, act:\;\ando como
receptor para algln microorganismo o por su capacidad antigénica
ante- algunos factores ambientales que favorecen una respuesta
Lhnunolég),ca ancrmal que da como resultado la enfermedad. Entre otros
factores ambientales, sSe ha sospechado la infeccidn por entercbacterias

Gram-negativas.
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PREDISPOSICION GERNRBTIYICH DB
ESPONDILITIS ANQUILOSANTE Y

S.uU ASOCIACTION con HLA-B27

Cuando se descubrif la fuerte asociacidn entre UA y HLA-B27,
se pensb. que la etiopatogénesis de la enfermedad ya poia ser entendida.
Sin embargo hay algunos aspettos due .no pueden ser explicados poc
ésta simple asocilacitn:

a) No todos los individuos B27 desarrollan espondilitis

b) La presencia de B27 =n forma homocigota no es suficiente

para causar la enfei:medad

c) No todos los enfermos con EA son B27, es decir que puede

haber espondilitis sin ser B27

Por lo anterior se han postulado varias teorfas para explicar

. su-asociacibn:

Crecria de los dos genes i . . L

"—’I‘ccn:ia de un -gen o de reaccidn cruzaga




"TEORIA DE LOS Dos GENES

Esta teorfa fud  expuesta por Mo. Dovitt en el afo de 1574

.(13), sugiere que hay 2 genes, localizados en ¢l brazo corto el
cromosoma 6 humanc, el primero codificae para el ant{geno HLA-R27
Y el otro para la FA {gena AS). 8¢ cred entonces qus log irdividuns
con' los genes AS y B27 desarrollarfin la enformedad, mientras que
los individuos B27 que no llevan el gene AS, no desarrollardn la
enfermedad. Indica ademis que ambos genes se encuentran en desecuilibrio
de enlace.. Una dificultad con &Ssta teoria e5 que no explica cGmo

es que el gene AS es el causante de la enfermedad.

TEORIA DE UN GEN O DE TREACCION  CRUZADA

los trabajos que apoyan esta teoria se basan principalmente
eh la idea de que la EA es producida o desencadenada por microorganismos
los cuales semejan o muestran reaccibn cruzada con el antigeno HIA-B27

(14-16}.

los primeros estudios que apoyan &sta hipStesis fueron
realizados con sueros de conojos inminizados con  linfocitos B27,
los sueros  asf obtenidos mostraron la presencia de anticuerpos que
reaccionaron, por inmunoditusibn, hemaglutinacién y radioiﬁnunoanélisis
‘¢on - extractos obtenidos principaimenle Jdu bacleslas Cram-negativas,”
entre- las. que se. probaron. y que. dieron reaccién se encuentran las

de los géneros Klebsiella, Shigella'y Yersinia (14).




B1  experimento  tarbién ha  side realizado & la  inversa,

inminizando conejos con Klebsiella y probando l1a  reaccividad del
antisvero . contra linfocitos HLA~BZ7. Se detectd la prasencia de
anticuerypos citotdxicos contra #stos  linfocitos, principalmente
cbtenido:{ de pacientes con EA, si sc¢ compara con los linfocitos B27

obtenidos de sujetos sanos (14,17 .
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Klebsiella. Y ESPONDILITIS ANQUILOSANTE

Klebsiella  pneumcniac es el patdgeno mSs  importante- del

grupo Klebaiella. Es wna bacteria Gram-Negativa,

capsulada vy por

10 tanto preoduce grandes colonias mucoides. S@ han  identificado

aproximadamente 5 antigenos somitices (0} 'y 72 .capsulares (X)) Ge

naturaleza polisacirida, Las infecciones intrahospitalarias representan
uno de las principales afecclones por &ste microorganismo ya que
r¢presentan aproximadamente las dos teceras partes de las infecciones.

Se encuentra en vias respiratorias entre el 5 y 101 de los sujetos

sanos ¥y representa el seguixlo invasor de los pulmones de los pacientes

con enfermedad crbnica pulmonar. Causa aproximadamente el 3% de

las  npeumonfas bacterianas. Es el segundo patbSgeno mis comfin en el

tracto urinario. En realidad se pucde decir gque es un migroorganismo

comensal y sb6lo es patSgeno oportunista en individuosg inmonodeprimidos
{18,193 .

{os estudince aque llevan a la relaciOn entre Klebsiella y

"BA surgern. como consecudncla de 1arelacidn que exisie entre HLA-E27
Y !a.‘ enteritis causada porr alglinos  microorganiamos como Yersinira,‘
Shigella vy Sa]nohella para la aparicibn de artritis reactiva ¢ .sindrome

de Reiter (20-22). Por otro lade se ha observado que hay un nu’rérlto_



en- la concentracidn de IgA circulante dirigida contra Klebsiella
en 1los pacientes con BEA. De ahf que se considere a la Klebsjeclla
como uno de los factores ambientales que posiblemante estén involucrados

en la etiologia de la enfermedad (23-27).

\
En el afic de 1976 en el Primer Congreso de HLA y Enfermedad,

el grupo de Ebringer fud el primero en propmner una asociacifn emtre
Klebsiella y la EA. Posteriormente se identitich, por el mismo grupo,
la presencia de Klebsiella en las heces fecales de pacientes ocon
EA. La recuperaci6n del microorganisme pudo hacerse principalmente
durante las fases activas de la enfermedad y la aparicifn ocasional
de Klebsiella pudo precedir a una recafda clinica (28). A pesar de
estos resultados, otros inveustigadores nc  han  podido  encontrar
correlacién alquna entre la presencia del microorganismo y la actividad

de la espondilitis (29,30).

Recientes estudios, por 2 grupos; un grupo en Inglaterra
encabezado por Ebringer y otro en Australia encabezado por Geczy,
sugieren un posible papel de Klebsiella en el desencadenamiento de
la  enfermedad, perc la interpretacitn del papel que juega el
micxéoorganism en el enfermedad es diferente, de tal manera que. surgen

por: cada gr\i:po de trabajo una hipitesis:

~llipStesis de tolerancia cruzada

-Hipdtesis del receptor




HIPOTESIS DE “POLERANCIA CRUZADA

fEsta hipdStesis propone la generacidn de una respuesta da
anticu. cpos contra antfgenos de Klebsiella, la cual es cualitativa
Yy cuantitativamente inadecuada para la eliminacibn del micr.‘oocqanisrtb.
La  persistencia de Klebsiella o infecciounes recurrentes genera la
produccifn continua de anticuerpos, los cuales reconocen por reaccidn
‘cruzada el tejido del paciente, como consecuencia se dispara la cascada
’del complemento y por lo tanto existe un dafio al tejido que es mediado
por el complemento. Esta hipbtesis postula <ue gran cantidad de
anticuerpo ©s generado en €l tejido linfoide que drena al intestino
grueso, el cual estd situado préxino a las articulaciones sacroilfacas
Y vértebras, las cuales por estar cerca de lo0s ganglios linfoides

sufren inflamacién (9,14,15).

Por lo anterior se dice que hay reaccibn cruzada: entre el
B27 y los antfgenos de Klebsiella, por lo tanto se habla de que existe
un mimetismo nolecular entre el microorganismd y el HLA-B27. Més
. ain, se ha identificado,. por ormparacidn de secuencia de aminoScidos
' entre la molécula B27 y algunas protefnas conocidas de la bacteria
Klebsiella = pneumoniae,  que  existe una similitud entre la qadgm'
p?dtéica del  HLA-B27 (resfducs de aminoS¢ldos 72-77) y la enzima
nitrogenasa (resfduos de aminoScidos = 188~193). Estas secuencias son
‘hidrofflicas, lo cue suglere una localizacibn de moléculas expuesm‘s‘

sobre la superficie celular (16,31).



NITROGENASA DE Klebsiclla pneumoniae

La reduccifn  biolSgica del nitrégeno atmostérico N,y a
amonio (N'l14+) es catalizada por la cazima nitrogenasa, la cunl cové

compuesta de un complejo de dos proteinas:
-Companente I (Protefna-MoFe o nitrogenasal

~Componante I1 (Protefna-Fo o nitrdgons reductasa)

Componente I: Tilene un peso molecular de 200 a 250 kilodaltones
y contiene 2 Stomos de molibdeno (Mo}, 2B-34 Atomos de fierro (f'e)
y de 26 a 28 sulfuros &cido 151:11&3; En geles de pollacrilamida en
cordiciones reductoras se cbserva que estd compuesto de dos subunidades
ey @2), cada subunidad con un peso apraximado de 60 kilodaltones,
el anflisis de aminofcidos miestra gran similitud entre ellas. En
Klebsiella pneunonias Jdos genes codifican la estructura de ésr.e'

componente: Gene nifK y el Gene nifD.

Componente 1I: Tiene un peso molecular de 55 a 65 kilodaltonaes,
estd compucsto de dos copias de Gsta unidad. Tiene 4 Gtomos de fierro
y. 4 sulfures. Scido 18Sbiles. En Klebsiella pneumoniae, el Gene nifH

‘es el responsable d@ la sintesis de 8ste componente.

La unibn del sustrato y su reduccifn tiene lugar e¢n el
Componente I mientras que el Conponente II es el responsable de cedor
los electrones necesarios para la reduccifn. La fijacitn de nitrSgeno

requiere energfa en forma de AT, el cual se une al Componente I1
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¥y baja el potencial redox., 5S¢ ha caloulado gue 8o rogqulosen  entre

21y 25 A1Ps por cada nitcSgeno £ijado.

AbOs Zomponantes Ae Yo nitrogoenasa SHON ripida @
Jrraversiblemente inactivados por & exposicifn al oxigena, . es ast

que Klebsiella prneumoniae no os capaz. de (ijar nitcdgeno on condiciones

aertbloas (32-34).
uxm;srs DEL, RECEPTOR

Esta hipGtesis surge a rxafz de la aparente reactividad cruzada

entre B27 y Klebsicella pneumoniae. Bs en 1972 cuamsde Uoasger v

¥ vols.
{17} - reportaron qgue un  antiguero obtenido contra Klebgiella causé

lisis de 1linfocitos de pacientes B27 positivos pero no la hubo en
cdlulas de paclentes espondilfticos B27 nogativos ni en aquellos
testigos sanos B27 positivos ¥y negativos. Este Qrupo  propone  que
nay un marcador de superficie o receptor para la espondilitis, vya

sRa que se trate del propio B27 o quoe seé encuentra asociado con 81,

Con Bsta base Arnason y Thorsteinsson {35) intrinsecamente postulan

que el determinante de reaccién cruzada on la célula pudicra ser

parte de la molbcula B27 modificada por la adicifn de alglin conponente
bacteriane y que $sle podiara peendtir la inieiacifn de una reacei6bn
immﬁé restrmgida genfricanente,  la Sual  pudiera aafiar. oY - teiido
del paciente. ‘

Estas cobservaciones fueron puy apoyadas [or el  grupp de



Australia,  los . codles | pudicyon denostrar gue fud posible msdificar
la ‘apariencia. gendtica de c¢dlulas B27 positivas de un individuo no
eapondilftico por dncubaciGn con el  scbrenadante del  cultivo de
Flebsiella. DespuBs de dicha iIncubacifn. las cBlulas  tuvieron un
coinpartamiento parecido a la de los espondiliticos B27 positives
y fueron igualmente lisados por el suero antiKlebsiella. Por lo tanto
se ‘dice que ¢l medio de cultivo contiene un factor(es) moditicante
.y - sfilo. aquellas c&lulas que portan el antigeno B27 pueden  ser
modificadas por ase factor, sugiriendose por lo tanto que la mol&cula

B27 por s misma actua come receptor de ese factor (36,37).

Posteriores estudios acerca de ese factor modiflcante producido
por Klebsiclla indican que se origina de la membrana externa de la
bacteria y que tiene un peso molecular entre 26 y 30 Kilodaltoones
(38). Es termoldbil a 56°C por 30 minutos, es sensible al tratamiento .
con neuraminidasa y es costable con tripsina y quimotripsina. La sintesis
¥ excresltn del factor modificante es un ovento que ocurre sblo en

el et de les alslamionenc (37}

Las' células de sujctos normales B27 positives que - son

Eusceptibles a la 1lisis por suero anti-Klebsiella despufs de la

axposicibn al factor modificante, répidamente pierde su susceptibilidad
A la lisis, sugirtendo que los sobrenadantes de cultive contienen
Luna molécula (o moléculas) la cual temporalmente - se adinlers a la

superficie, de la cual poco despuBs Se¢ desprende. No existe un biotipo
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1.~ Disefiar unh medio de cultivo &ptims, libre de protefinas,
para el crecimiento de Klebsiella ppewwniae aisladas de infecciones

intrahospitalarias.

2.~ Mediante la reduccidn de acetileno, determinar la capacidad

de Klebsiella pneumoniase para fijar nitrégens atmostérico lNQ] .

3.~ FEstandarizar el  patrdn electrofor&tico del extracto

de . proteinas totales de Klebsiella pnewmoniag crecida en medio con

nitrdgeno v en medio sin nitrdgeno.

A.= Determinar si existen auténticas proteinas de excresibn

al cultivar al micrcorganismo en las dos condicienes de cultivo.

5.- Mediante 1a téenica de  inmunoelectrotransferencia,
determinar el reconocimiento de protelnas totales del extracto
pacteriano, asf como de los sobrenadantes de cultivo, tanto en sujetos

testigo como en pacientes <on eapondilitis anquilosante.




: 6.~ -Determinar . si existen, .entre  pacientes y testigos,
diferencias en el reconocimiento de Klebsiella prewmoniac que’ pudieran
ser. indicativas de que el microorganistw es en realidad uno de los
agentes involucrados en el desencadenamlc:nto de  la espondilitis

anquilosante.




MATERIANLES Y METODOS

" A.— MATERIAL BIOLOGICO

1.~ Sueros humanos; distribuldos como sigue:

a).— 10 muestras de sueros correspondientes a paclentes
con - diagnfstico de espondilitis amcjuilosante y 9 sueros do pacientes
con  .enfermedad  espondilftica, confirmados por el : Servicio de
F-eumatologia del Hospital General de México, S.S.A.

bl.- 18 muestras de suvercs de sujetos aparentemente
sanos, todos famillares de los pacientes.

2.~ Se obtuvieron 31 aislamientos de Klebsiella pneumnoniae
de diversas fuentos infecciosas intrahospitalarias, todas ellas
obtenidas del Hogpital Infantil de México, S.S5.A.

3.= Inmnogicbulina G ({IgG) de cabra anti-inminoglobulinas

humanas totales ({(Igh, IgM e Ig3), conjugada a peroxidasa {Cappel
Cat. 3201, lote # 28940).

- B.~ MATERLAL QUIMICO Y BQUIPO
1.~ Medics de cultivo.

a} .~ Medio E modificado con iones amonio (NH"._*) cono ‘fuente
" de nitrégeno . (EN):




] g

HgSO,

Acido Ccitrico., 2.0 g
N, NahPO, - aH0 3.5 g
K HP0, 10.0 4
F'C\Z‘]"'C‘HZG 0‘-1 )
Glucosa 20.0 g-

Agua destilada hasta 1 litro

b}~ Medio E modificade, sin fuentes de nitrSgeno (BS).

Mgso, 0.2 7]
Agido Citrico 2.0 o
HHUEO, 10.0 a
Nali, PO, 1,0 2.3 g
Nahao, ‘21120 0.02 q
FeCly 68,0 0.1 g
Glucesa 20 g

Agua destilyada hasta 1 ltre
Los reactivos para ambos madios de cutlivo de V'f::d\.
Naucalpa.n Edo. de MAEnico. .

2.4 Determinacidn de ni!;rogenasa.
al.~"Medio EN y BS, semisSlido con agarcsa al 0.8%

“bl.- Etileno (INFRA, Nauzalpan, Edo. de México)
Obtenido en el laboratorio por reaccidn

entre carburo de calcio y agua.

4} .~ cromatégrafo de  gases PYE-UNICAMP,  con  columa
de vidrio, empague de Poropack 80-100 mesh, detector
de hidr&genc~aire, ionizacibn de flama y graficador.

¢} .=~ Acetilenc:

) -0 3.~ PReactivos Yy equipo para desarrollar la  téenica de
eloctroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE). Todos los reactivos

“de Sigma Co. Sn. Louis Mo. USAL, los solventes de Baker, 5.A, Xalostoo,




Bdo. de MBI, Ptcparadcs e filtran en papel Whdtoan £ 1y se rjuaxﬂan

a 47¢.
a).-  Solucién de - ronbmeros  acrilamidi-bisacrilamida
{30.8% T).
Acrilamida 30.0 a
0.8 g

Bis-acrilomica
Agua bidestilada hasta 100 mL

£}~ Regulador del gel separador (Trig-HCl 1.5M, pH=8.8).

Trizna base 18.1% g S

Agua bidestilada 20.0  nL ’ N

Se ajusta pls8.8 con HCl 6N

Se afora con agua bidestilada a 100 mlb
c¢}.~ Regulador del gel concentrador (Fris-iiCl 0.5M pi=6.8). i :
3.0 g : .
mr;

Trizma base

Agua bidestilada 0.0

Se ajusta el pH=G.8 con HCl &N

B¢ afora con agua bidestilada a 100 mh
dp -~ Lauril sulfato de sodio (SDS) al 10%,

8ps 10.0. g

agua bidestilada hasta 100 mi

ey Persulfato de amonio al 10%.
Persulfato de Amonio 20 o1
Agua bidestilada 200 ,u.L
£) o~ TEMED ({N',N',N' N'-tetrametiletilendianina), Sigma,Co.

@)~ Requlador de corrimiento (Tris 0.025M~Glicina 0.192M-
SpS. al 0.1%, ph=£.3}.

Trizma base 3.0 g
Glicina 4.4 g
0.0 ks

SDS al 10%



T Agua bidestilada hasta 1 L
(No se ajusta el pi}

h) .~ Regulader de muestra 2¥

Tris 0.5M, pii=6.8 2.5 mL,
SDS al 10% 4.0 ik,
- Agua bidestilada 0.5 L,
Glicerol 2.0 M
2-mercaptoetanot 1.0 209

Se agqregan unos cristales de asul de broaofenol
1) .- Solucidn madre azul Coomasie para tincidSn de geles

Azul Coomasie R250 2.0 =1

Agua bidestilada 200.0 ol ot
j) .~ Colorante de trabajo para tincifn de proteinas. .

S5ol.madre Azul Coomasie 62.5 mh o

Metanol absoluto 250.0 il it
Ac. acético glacial 50.0 L i
Agua bidestilada 137.5 mbL

k} .~ Decolorante para gel T.

Metanol absoluto 500.0 \
Ac. acstico glacial 100.0 mL
Agua bidestilada 40Q.0 19

1) .- Decolorante para gel ii. )
A, acftico glacial 7.0° Wl . N
Agua bidestilada 93,0 ol

m) .= Buipo para desarrollar la técnica: . S
Equipo para  electroforesis = vertical. - Hoefer j
scientific Instruments, Mod. SE 600 )
Congelador a =207 C
Refrigerador a 4°C .
_Fuente de poder para electroforesis  Hoefér -
Scientific Intruments, 500 v, 250 mA.- k
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4.-  Reactivos vy equipo pars desarrollar la técnica de

transferencia. Todos loa . reactiveos de Sigma, Co. ¥y solventes de

Baker, S.A.
‘ a} «~ Regulador de transferencia
’ Trizma base 9.07 oL
Glicina 43.2 -wL
Metanol absoluto 600.0  ml,
8 Acua. bidestilada 2,400.0 oL

" ) .= Tincisn de protefnas transferidus
o Tinta china (Pelikan) 20.0 ul
PBS 0.1M, Tween 20 ai
0.3%, pi=7.2 10.0 mL

<) .~ Equipo para desarrollar la técnica
Caimava de electrotransferencia, Hoefer, Sci.
Inst., Mod. TE 42 )
Fuente de poder, Hoefer Sci. Inst. Mod. TESL
0-100 v, 0-2 A.
Papel do nitroceiuleosa de 0,45 micras de poro,
marca Sartorius {Cat. 9-h4-955, Lot.2211360740-1)

5.~ Reactivos y equipo para desarctollar la técenica de
inmonodeteccidn, Todos los reactivos de Sigma, Co. y
Baker, S.A.

solventes de

a).- Regulador salina-fosfatos (PRS) 10X, 0.1M, pH=7.2

NaCl 0.0 %

10121’04 2.0 g
NaZHE’O4 12}120 29.0. g

KC1 2.0 g

Agua bidestilada 900.0 L
ajustar a pH=7.4

atorar con agua & 1,000.0 mi
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b} .= Reguliador de blouec

Gelatina 6.25 g

Disolver en 200 nl de agua bidestilada calionte
EDPA disSdico 4.54 g L

PBS 10% 250.0 (41

Tween 20 2.5 mk,

Aqua bidestilada . 1.5 L

‘Ajustar el pH=7.3

hforar con agua A 2.5 [

¢}.— Llos sueros por analtizar, asf coms el conjugado
anti-truminsalabulinas humanas, dilufdor on requlador

de blogueo
d) .~ Regulador de lavado PBS-Tween 20 al 0,1%
PES 10% 100.9° L
Tween 20 1.0 L
Agua bidestilada 900.0 mL

e) .— Sustrato para la peroxidasa

4—cloro-i-naftol 30,0 my
Metanol absoluto 10.0 L
PRS 1X 50.0 L,
1,0, 50.0 L

C.-METODOS

T l:—- ms sueros fueron obtenidos de sangre venosa' 'y se guardaron
“““en‘'alfcuotas de 200 microlitros a =20°C. ]

2.~ Se .anslizaron 3L aislamientos de Klebsiella pneuncniae
Sver tabla II). '




‘A,-- . 8e prepard madio semisdlido FEN oy ES en viales de 5 k.
Cada cepa. se gembrd  por Cpuncifn. en cada vial, se incubd el madio
EN por 12 horas a 37°C y ¢l medio ES por 5 dias a 20°C.

4.~ Se determing la presencia de la enzima nitrogenasa ho:liunte
la redugceidn de acetileno (41) como sique:

a) .~ Las bacterias c¢recidas en frascos con medio semisblide

fueron cerrardas con tapfn de caucho.

b).- SBe inyect6 1 nlL de acetileno ¥ se incubdd 1 hora
a 37°C y 20°C para los medios FN y ES respoctivamente.

¢) .~ Transcurride el tiempo, se tomd 1 mL de la atmSsfera
de cada vial y se inyectd an &1 cromatdgrafev de gases  previamente
calibrado para el tiempo de retencidn del acetilenc y d=1 etileno.

dl.~ Se determind cualitativamente la presencia de la
enzima para cada una de las condiciones de cultivo.

e).~ Se scleccionS la cepa de mayor actividad enzimdeca
(cepa 22, segln la clave del laboratorio).

5.~ ‘Se determind la . curva de crecimiento de la cepa 22 para
las ~ dos condiciones de cultivo, por 21 mdtodo nefelomitrico a
540 nm de longitud de onda.

6.— s«:' creci6 Klebsiella pneumoniae cepa 22 en:medio lfguido
£ por 5 horas a 37°C y en medio ES por 5 dfas a 20°C.




7.~ Transcurrido el tiempo se- coscchd  la. bacteria por
centrifugacién a 7,000 rpm durante L0 minutes ¥y @) sobrenadante se
congentréyzoo veces para EN y 1,000 veces para ES. El paguete hacterianc
se lavd 5 veces con solucidn saling estéril y se congeld el paguete

-hasta su uso.

8.~ Preparacién de la muestra para su anfilisis electrofordtico

‘{para ambas condiciones de cultivo).

a).— Se ajustS el paquete bacteriano con solusidn salina
a las sig:ientes densidades Opticas: 0.4, 0.6 y 0.8 a 540 nm de longitud
de onda.

b).~ De la  suspensifn ajustada se tomaron 10 mlL y se
centrifugaron a 7,000 rpm por espacio de 10 minutos, se descartd
el sobrenadante y se adicionaron al paguete 500 microlitros del
del regulador de muestra 2X, se colocaron en bafio de agua hirviendo
por espacio de 10 minutcs.

¢).~ Los sobrenadantes del cultivo, ya concentrados,
se mezclaron volGmen a vollmen con regulador de muestra y tambi&n
se colocaron en agua hirviendo por 10 minutos.

9.~ Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS):
Se utilizd el sistema de reguladores discontfnuos de Laemmli (42)
como sigues : .
. R a) ~Electroforesis en -geles  de- poliacrilamida  al’ i2%
. con 1.5 mm de grosor.
. Gel separador:
Se ‘montS el aparato perfectamente limpio y desengrasado,
de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
En un matraz hkitasatc se colocaron en orden los siguient:eé

reactivos:




Sol. de monbmeros 12.0 oL

Tris 1.5M, pl=8.8 7.5 mis
SDS al 10% 0.6 il
Agua bidestilada 10.05 mL
rersulfato de ny’ 0.15 m.
{EMED 0.01 nL

. Se agits. la mezcla y se adiciondé entre las 2 placas
de vidrie, hasta aproximadamente 4.5 cm del borde superior
e ‘inmediatamente se adiciond sobre la - superficie 5. mL
de aqgua bidestilada.

Se dejd gelificar por 15 minutos aproximadamente, en
sequida se lavd 5 veces ccn agua destilada. Se escurrid
perfectamente la superficie del gel y se colecd el peine
aproplado para el gel concentrador {de 10 carriles para
el arfilisis elactroforético Y peine ciege para
inmunoelectrotransferenciag . ‘

Gel congentrador:

En un matrdz kitasato se preparf el gel concentrador
con la mezcla siguiente:

Sol. de monSimeros 1.33 oL
Tris 0.5M, pl=6.8 2,50
SDS al 10% 0.20 L
Aan-hidestdlada 6.10
Persulfato de i ,” 0.05.. ks
TEMED : 0.005 nL

Sea. agregb &sta mezcla sobre el gel separador, teniendo
cuidado de no dejar burbGias en el peine, una vez que
gelificd se lavd con agua destilada.

En seguida se montaron las placas en el aparato 'y se
1llenaron los tarques con regulador de corrimiento.
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Se . colocaron en cada pono 60 microlitros de cada muestra
por analizar y en al menos un poro <ol 10 microlitros
de los siquientes marcadores de peso molecular:

Albfimina bovina 66 Kilodaltones
Aibdmina de huevo .45 "
Gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa 36 "
Anhidrasa carbdnic: 29 "
Tripsindgeno 24 "
Inhibidor de tripsina 20.1 "
Alfa-lactalbUmina 14.2 "

Se conectf la fuente de poder ¥ se aplicd una corriente
constante de 15 mA (voltaje iniclal de 60 volts), cuando
la marca de azul de bromofenol penetrd ‘a1l gel separader,
se aumwentd la corrdente a 30 mA y se dejd correr hasta
que la. marca de azul de bromeofenol 1legd a 0.5 om del
borde del gel {voltaje final de 260 volts).
Se desmonté el aparato y el gel se sumergié por 12 horas
en solucidn colorante de¢ Coomasie al 0,1258-metanol-
dcido acético.
- Sa  removid el colorante y en saquida oo SWieuaygid o en
UL solucién -decolorante T  haciendo . tantos cambios comnd
=TT T fuld necesario. hasta lograr nitidSz adecuada de las bandas.
Se agregd decolorante 1I para preservar el gel para
su posterior andlisis.

10.- Electrotransferencia seglin la t&cnica de Towbin {43).

FUSe trabajl la muestra a una ?|5d0=0.ﬁ por mostrar una  buena
. Se realizd SDS-PAGE al 123 y se colecaron 900 microlitros
ciego con un diente para marcadores de

. resolucidn
de la muestra en un peine



paso molecular.

Terminado el
‘peine ciego,

corrimionts ge  corts
para su tincifn con azul Cocnasie,
a vransferir a papel de nitrocelulosa cono sigua

2l extroms del

@]l rests e procoedid

al.- Se premojaron on regqulador de transferepcia 3 hojas
de papel filtro del # 40, una hoja de papel Vhatman £ 1y una haja
da odes de 1t X185
una hoja de fibra Scotch de 16 X 16 » 6.9 <.

papel de nitrocelulosa, am. Tanbhi@n se romoijs
b} .~ Se amnd el “cassete” dol aparato Qe

transferencia
comd sigue:

Rejilla de plistico

Papal filtro ¥ 40

Papal da nitrocelulosa

Gel ya corzide electroforéticamente

En sequida se marcaron el  frente electroforfticwn,

inicioc del gel separador, los extremos y el sitic en

donde se encontraban los marcadores de pesos molecular,
se calocaron en seguida:

2 hoijas de papel £iltro § 40
Fibra Scotch

Rejilla de pldastico

cl.~ S cerrl y se colocd en  la clmara de transferencia
quedands el gel en el polo negativoe y al papel en el positivo.

d} .~ Se sometid a una corriente de 1 Ampere por 3 horas.

. a) .~ ARl t8rmino de la transfarencia se desarmd el "cassate”
Yy se cortd wna tira do! papel de nitrocelulosa del lado en que se
enéom;raban los marcadores de peso mulommlar y 8ste se procedis a
sumergirlo en solucifn de tinta china~-pBS-Tween 20 «i 0.3% y asi
ohiservar el patrén de protefnas totales transferidas (44}, ’ -



11.- Inmunodeteccidn:

a}.-  El papel  de nitrocelulosa, - con -las  proteinas
tranuferidas se sumergid en regulador de blogueo por 2 horas a 37°C  y
se cortaron tiras de 0.5 cm y se guardaron en ¢l regulador a 4°C
‘hasta su uso.

b}.~ Cada tira se incubd. con 2 mL de cada uno de los
sueros por analizar dilufdos en regulador de bloqueo 1:50, por 2

horas a 17°c y despuis toda la noche a 4°C.

c).~ Se lavd 5 veces con PBS-Tween 20 al 0.1%, 1 minuto
cada vez y se incubd con 2 nL de IgG de cabra conjugada a peroxidasa-
anti~lnmunoglobulinas totales, dilufdas 1:1000 en regulader de bloquea,
por espacic da 2 loras a 37%C.

dy.— Se lavé 7 veces con PBS~Tween 20 al 0.1% y 5 veces
con PBS 1X, un minuto cada vez. Se agreg8 entonces 2 mL del sustrato
de peroxidasa hasta la aparicisn de las bandas. -Pinalmente se detuvo
la. reaccifin enjuagando las tiras con agua destilada y se dejb secar
para su andlisis.

~ Anflisis de resultados

a) .— Se determinaron los pesos moleculares de las distintas
protefnas de Klebsiella pneumoniae, calculando el Rf, tomando para
&sto la referencia de los marcadores de peso molecular:

Distancia de la parte superior del gel -a ia banda protfica

RE =
Distancia de 1la parte superior del gel al frente del
azul de bromofenol
b).~ El Rf se graficd contra el log del peso molecular

de cada. proteina y se determinaron, interpolando en 1la curva, los .
pesos moleculares de- las protefnas. reconocidas como. antigenos  por

los sueros analizados.



1i= BUSQUEDA DE 1AS CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO.

Debido a que se requerfa un medio de cultivo simple y
a’ Que se pretendid analizar protefnas do oxcresin, oo intontsd on
un’ inicio hacerlas crecer en medio E disefiado originalmente por
Vogel-Bonner (45).. No hubo ninguna dificultad para el crecimiento
de la bacteria, por lo que se procedié a eliminar la sal de amonio
sustituyfndola estequiomStricamente por sales de sodle y potasic
con objeto de activar a la nitrogenhasa. Para &ste propdsito y tomando
en cuenta los requerimiopntos de fierro y molilkdeno para activar a
la enzima (36}, se preocedié a suplementarlos quedando finalmente

con F‘eCla'GH O al 0.01% y NaMoO4'2H2O al 0.002%.

2

Por otro lado, ya que se obtuvieron balanceados los medios
(IN con amonic como fuente de nitrdgeno y ES sin sales de nitrSgeno),
se probaron  las condicicones dptimas de crecimiento, para el caso
del medio EN no hubo ninguna dificultad porque se desarrollo bien
a 37'C. (E‘i.é. 1), miends gue el medio OS5 hube que probarle a 27%C
con atmSsfera cic Cbz Y N2 con  resultados neq;itivozv, 1la mejor forma
en' la que se activd a la enzima y por consecuencia el crecimiento
bacteriano fué a 20°C, aunque el creclniento fué lenco, dé 5 a 6 dias
{fig. 2}, ademSs en condiciones de microaerofilia, ya que se debe

recordar que,la nitrogenasa es muy sensible al oxigeno (33-34) .
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o 2.~ DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE NITROGENASA.

Por la  sensibiltidad reguerida, se prefirié - utilizar
,“e_ly sis;:c;r:a de detecci®n de la actividad de nitrogenssa reportado
por  Sch&ilhorn (41) ya gque el acetilens por mostrar el mismo tipo
de enlace qu=2 el N2 atmosférico, nos poarmite “engafar® a la- enzima,

la cual lo reduce primero a etileno, etano y finalmente a metano.

La determinaci6n del etilenoc producide es facilmente
detectable por cromatograffa de gases, esto es debldo & gue sus

tx.enpos de retencifn en la colunma son diferentes (Fiqg. 3).




¥ 16 U0 R A 3

Cromatograma (esquema) para la determinacibn de acetileno
¥ etileno como producto de la enslma nitrogenasa

A B Kiebsiella pnourcniae
{cepa 22)
5 | A
. e e v A a e ——

--1.2.3 45,6!7 12 345 87 12 345 €7

Tiempa de retencidn en segundos

A= Acetileno
‘B = Etileno




3.- ESTANDARIZATION DE  ELECTROFORESIS ¥N  GELEZ b2
POLIACRILAMIDA . (SDS~PAGE) .

Se estandariz8 la téenica con base en el mStodo reportade
por Towbin (43), sin embargo se mxdificd la preparacién del antfgena,
.ya que la manera tradicional de prepararlo es utilizando un extracto
de protefnas cbtenido por rompladento de la bacteria porz ultx:nsurido,
segquido de diflisis y ajustando a una cencentracidn especifica de
protainas. Debido a gue se requerfa un extracto proteinico lo mas
completo posible, se procedi a disebar la manera de obtenerla,

&sta forma consistid en ajustar la suspensién bacteriana a una

densidad Sptica y el paguete se tratf con regulador de wnuestra 2X

el cual conticne SDS que es un detergencte y Z2-inercaptoqranol que

nos permite romper puentes disulfuroe de las protefnas bacterianas
ademds asf se les di una carga
la pérdida de

al sumergirlas en agua hirviendo,
negativa y de &sta manera se puede pensar  que

componentes proteinicos de la bacterla as menor.
4.~ SDG-PAGE LVE Klebsiella prneumoniae CEPA 22.

Se decidis utilizar a &sta cepa ya que mostr6 una buena

actividad de  la enzima nitrogenasa. Esta cepa fué aislada de un

caso . de septicemia, por ello el interés de. su  andlisis

(fablas ‘I y II),



Com  se cbserva en la flgura 4, hay una mejor resolucitn
ajustando la suspensidSh bacteriana a tna D.O. Jé U.b. Se observan,
ademds, ﬁiferencias bastante claras en los patrones clectroforéticos
para la migma cepa oracida bajo las dos ?ohdicicncs de eultivo,
existe similitud en aproximadamoite wun 50% Jen cuanto al ‘nﬁmm:o de
»p:oEeInas, sin embargo aparecon atras diferentes ¢ ineluso, .algunas

protelnas mesttan Wi mayor proporcidn.

por otre lado, es sorprendente que en el sobrenadante

del medio ES, concentrado 1,000 veces, no se observa ninguna protefna

de excresifn {dato no mostrado}. Por el contrario, en el sobrenadante

del medio EN, concentrado 200 veces, aparecen fundamentalmente dos

protefnas, una de 46 kba y otra de 17 kDa, estos pesos moleculares

fueron obtenidos toqundo come base a los marcadores do peso melecular

(Tabla III y Fig. S).
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T A B L A I 1

AISLAMIENTO Y DETERMINACLON OF NITROGENASA' DE'LAS CEPAS
: ALSLADAS DE INFECCIONES INTRAHOSPITALARIAS

CLAVE DEL ACTIVIDAD DE NITROGENASA
LABORATORIO FUENTE DE AISLAMIENIQ . MEDIO (EM) MEDIO . {ES)
. 2 ’ QCOPROCULTIVO - - .
11 PUS DE VESICULA - -
12 . DESTONOCIDA - -
13 " - -
.15 HEMOCULLIVO - -
20 v - -
21 " - -
26 " - -
29 " - -
33 PUNTA DR CATETER - -
34 " - -
37 " - -
3 COPROCULTIVO + +
8 DESOONOCIDA + +
25 HEMOCULTIVO + +
36 PUNTA DE CATETER + +
4 URCCULTIVC - +
7 PERY’ - +
K8 HEMOCULTIVO - +
K8r DESCONOC1DA - +
16 HEMOCULTIVO - +
17 " - *
18 - - -
19 " - +
22 " - +
23 = _*
24 " = b
27 " ; B - +.
R CT : o - +
= 32 B L : - B N
s PUNTA DE CATET! +




F I.G.U R A 4

SDS-PRGE de Klebsiclla pnewnoniae cepa 22

Marcadores

66,000

45,000
26,000

29,000
24,000

20,100

P.M. = Marcadores de peso molecular

SN’ = Sobrenadante de crecimiento en medio EN



T

Marcadores de
peso molecular

A'B L A

s

peso melecular 109y, del P

{en daltones)
RlbOmina bovina - 66,000 4.8195 0.2301
Albfinina de huevo 45,000 4.5532 0.3590
Gliceraldehido-3-fosfato B
doshidrogenasa 36,000 4.5563 0.4407
Anhidrasa carb&nica 29,000 4.4623 0.5797
TripsinSgeno 24,000 4.3803 0.6133
Inhibidor de tripsina 20,100 4.3031 0.7756
Alfa-lactalbimina 14,200 4.1522 0.9470

loglo del P.M._‘
: 5.0
0.8 « Albfimina bovina
7 Albimina de hueve
0-67 Gliceraldehfdo~3-fosfato desh.
- hidrasa carbdnica
L B-24 o Nripsindyeno v L
- o \\hibidor de txipsina, -
0-21 wa—lachalbﬁmim
1 . :
4.0 T 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 RE

PIGURA ~ .5

Recta de . marcadores-de peso molecular en SDS-PAGE al 12%



Se~ ANALISIO DR OS5 SUEROS  POR IMMUNOELBCTROTRANSFERENCIA,

S analizaranm 37 sucros  distribufdos comd g2 muestra
Len’la tabla IV, considerando ia presenczia del marcador genético HLA-B27.
*-8e tomaren tamsiGn  en cuenta a pacientes con enfermedad ospondilitica
Ano . estfin . aGn clasificados cen espondilitis mspuilosante) con objeto
de cbservar ‘si existfa un conportamlento simllar al do los pacientes

con BA.

Como se observa en la figura 6, no hubo ninguna diferencia

en el reconocimiento de Klebsiella pneumonias cepa 22 crecida en pedio

" sin nitrégeno (ES) en los 37 sueros analizados. Lo mispo se obscrva
en el anilisis del. scbrenadante del cultive BN (Fig, 7). Sin embargo,

"como. se muostra muy claramente en la figura €, algunou Sueres tanto
de sujetos sanos como de pacientes, reconocenh fuertemente una proteing

de 50-55 kba en el extracto de la bacteria curecida on mxiio ocon

fuente de nitrdgeno (I2). Este reconocimiento lo tealizan 1o 37

sueros analizados, pero en 14 de elles (38%) lo bacen fuottomanto

{cxpregado  oomn +4) . - Da estos 14 suercs, 12 de elloy corregondon

a sujetos B27+ (5. EA,. 3 EE y 4 aparentement: sanos) y tan  solo . ?

(ambos sanos) son B27-.

La tabla V muestra el reconocimiento dJe la protefnn
50~55 kDa entre sanos, EE y EA clasificados de acucrdo a su HLA,

el anslisis estadistico no. muestra diferencia significativa al hecec



la comparacidn, en otras palabras, analizando cada poblacidn de acuerdo
a su HLA y comarando BA-EE, PA-sanos y FEE-sanos no ha diferencia
estad{sticamente significativa  on el reconocimdento (+#+) de la
protefna. 35in embargo coino‘ se muestra en la tabla VI, al coupanar
el -reconccimiento (fuertemante) de dicha proteina entre individucs
kHLA-B27¢ y HLA-B27-, sin considerar que sean sanos o ecnfermos, se

obgserva - que  en . este caso sl exlste diferencla’ estad[stlcmrentc,'

signitficativa por el an&lisis de xi2,




T A B L A v

SUEROS AWNALYGLZADOS
HLA-B27+ HLA-B277~ Total
Espondilitis Anguilosante 9 1 _’ -10
Enfermedad Espondilitica G )
- - Aparentenente sanos 8 10 | 18
T A B. L A v

RECQNOCIMIENTO DE LA PROTEINA .50-55 kba

HLA-B274 - + e N
Espondilitis anquilosante 4 5
Bnfermadad espondllftica 3 3 :g'gz
hparentemente sanos 4 4 :
HLA-B27~
Espondflitis anquilosante - 1 \] 50.05
Enfermedad espondilitica 3 0 >o-05 ]

" Aparentemente sanos

[+

-a =.Andlisis estadfstico por X2 | (461 Gl

U = Reconacimiento dtdl
++ = Reconocimiento fuerte
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' Reconocimiento da protefnas bacterianas crecidas
en medio ES (IET). ) RTREAN
| 38 ¢ SAROS ’ :

SiSha oL

M
i Nana
g, «
1N
s'».
o
;
K
Ay B = B27+
c'= m2r-
- Dy £ = Rn27+
Ey.G o= 827
Hels= 827+
Iy K= B2T-

EA = Espondilitis Anquilosante

"EE = Enfenrgdad Egpondilitica




Raconocimiente de proteinas excretadas por la bacteria-

crecida. en medio EN

{IET) .

EA

R

[ laas

B27+

=

+
~
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a
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~
o
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EA

BEspondilitis Anquilosante

EE. = Enferimmdad Espondil‘Itica,
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3




.. Reconosiniento de protainas bacterianas crecidas

en mdio BN (TPT) .

- %Dw

P o
g L

C = B27-
By D= B27+
; FyG= B27-
He Xl = B27+
JyK = B27-

EA = Egpondilitis Anquilosante

EE = Enfermadad Espondilitica

- 51 -




T A B LA VX

TRECONOCIMIENTO DE PROTEINA 50-5% kDa ENTRE HLA-B27 ¢
C Y HLA-827~ SIN (XNSIDERAR ENFEIMEDAD

HLA~R2?+ 11 12
HLA-D2T -~ 12 2

. . 2
slgnificancia %i = 0.025>p>0,01

+ = Reconowimiento dgbil
++ = Reconocimiento fuerte




DI85 CcCU s 1T ON

En el presento. trabajo se demostrd gque la presencia de

ia enzima nitrogenasa no es un evento extraio, ademds se debe recordar
"“ue todos los aislamientos ¥in de origen intrahospitalario. El -nétodo
para - 1la. daterminacifn: de la actividad de nitrogenasa es muy sensiblae,
se  pudo haber utllizado otro tipo de sustrato ¢oma en N~ , pero

el acetileno presenta menog riesgo.

Fn cuanto a la forma de preparar el antfgeno,  presenta
una serie de ventajas con respecto al método tradicional, ya due
el método inplementado en Sste trabajo prosenta la ventaja de utilizar
a la bacteria intacta, por lo gue sa evita la sonicacién y el
dializado que pudieran, de alguna manera, alterar o parder alguna
protefna que fuera de interfs en el andlisis electroforético o en

el reconocindento de los sueros estudiaqos.

"En cuanto a las diferencias electroforéticas para la misma
cepa crecida .en los  dos medios, no es de extrafarse, puasto que
si se considerz que al no existir nitrégens en el medio y activarse
por ‘ésto la enzika nitrogenasda, se ostin activande vias mf’tabéﬂc;aa-
alternas, pero a - pesar de &ste . las  diferenclas clectroforSticas

son extraordinarias.




n los sobrenadantes, la- protefna  de 44  kDa parece
correlacionar con una protefna constitutiva de igual peso molecular,
mientras que la de 17 kDa es aparentemente un verdadero producto
de - excresidn, por lo gque se considerd para  su anilisis  por

inmincelectrotransferencia.

Se intentS demostrar que los pacientes con EA' y EE tienen
anticuerpos anti~K. pneumoniae que los diferencfon de los individuos
sanos. Esto  e@s debido a la  especificidad que tuvieran contra
componentes de la bacteria como:lo ha sido propuesto por el grupo
de Ebringer (9.14-16). Sin embargo, €l anilisis de los sueros mediante
la técnica de inminoclectrotransférencia {IBT}. muestra, en apariencia,
que todos los sujetos estudiados reconocen por igual a los componentes
bacterianos de la cepa utilizada de ¥X. pneumoniae, la cual, por
“ser - de origen septicémico, se wesperaba que mostrara -alguna
" caracterfstica -antigSnica pafd.cu]ar que permitiera observar
diferencias. A pasar de no encontrar protefnas que fueran reconocidas
s8lo por los enfermos, se pudo identificar una protefna. de peso
molecular de S50-5% kDa en la bacteria crecida en medio EN, la cual,fud
‘reconocida fuertemente por el 38% de los sueros. Es interesante,que
eite foconocimientn s6lo fué observado para el extracto de la bacteria

étccidﬁx ‘en el medic BN ¥ no asli en madio ES.

Aparentemente el fuerte reconocimiento de la proteina,de
50-55 kOa no tendrfa ningln valor, ya que es reconocida igual por

“algunos suercs de pacientes y de sujetos sanos (testigos).Sin embargo



sé _deber considerar que el estudio se hizo en 'pacienLcs lfiA-827~ y .
+ HLA-B27- " (§ .y 1 respectivamznts) y  sug familidres, muchos . de ios
cuales. también son B27+ y aurque aparentaimente SoOn sanos no se descacta
la posibilidad de que muchos de ellos en un futuro pulicran presentar
alguna - espondlloartrupatfa (3-8). Debido a esta obse:vaciéx;, so
‘prefirié analizar a los sujetos de acuerdo a su HLA como B27+ y B27-
sin considerar la presencia o ausencia de enfermedad y es sorprepndente
que tan sdlo el 14% (2/14) sujetos B27- pudieran reconocer a la
protefna 50-55 XDa fuertemente, mientras que el 52% (12/23) sujetos

B27+ lo hacen igualmente (tabla VI).

Ahora bien, -Ja importancia de esa proteina 50-55 kDa radica

en que ec precisamente una de  las p:oée!nas que increme.n;ah su

concentracién al hacer crecer a K. pneumonize en medio sin fuente

de nitrSgeno (Figura 4) y si se toma en cuenta que cada mondmero

del Conponente I de la nitrogenasa pesa entre 50 y 60 kbDa, se puede

entonces suyponer que tan y coino lo propone Schwimmbeck, - Oldstone,

- Yu vy Ogazawara (1€, '31}, ealste un elevado tftulo . de anticuerpos
» 'éiiigido’s “dontra la enzim nitrogc;\asa ée Klebsiella pneumoniae Ven o

pacientes EA-B27+. Hasta el momento. no se ha aclarado a cuil de ]osk
.c&:pqnentes de la enzima es que estén di:igiéos estos anticuerpos,

‘podemos pensar entonces, con el presente estudio, que sI  existen.
‘tales anticuerpos es por el mimetismo molecular e.xistén_te entre ‘la
“enzima  nitrogenasa (probablemante el ’Conponente I}. ¥ la molr&:ula_';'

HLA-B27 como lo propone Ogazawara {31).

~ '55. -




La espondilitis. anquilosante no es  la Gnica enfernndad quo

se bha. tratado de explicav mxdiante un fendSmeno de mimetisio molecular,

Wz del virus da

el receptor de acetil~colina, la protefne 24 (p24)

entre otras se mencionan a la protefna capaidica
la polio vy del
de la inmunodeficiencia humana (HIV) y una secuvencia de la regibn

el virus del sarampisn B3 y 1a corticowropina,

virus
constante. de la IgG,

en. las cuales se asemeian secuencias hasta de 6 a 8 aminoicidos {47).

Para . el caso ‘de’ K. pneumoniae y espondilitis
amipodcidos se encuentran bien idoantificados y dsto se logrd mediante

ancpilosante, 1los

el andlisis de secuencias por cosputadora, por lo  tanto los’ trabajos.
enfocados al estudio de la respuesta inmune humoral y celular en los

pacientes han side utilizando péptidos sintfticos, sin encontrar hasta !
el momento ninglin reporte en el cual se utilice a la enzima. en su
forma natural (48).

: A. pesar de Sstas ohservaciones, el an&lisis de 1a bacteria
crecida en medic ES, ne muestra ninguna diferencia en el recunocimiento
por parte de todos los sueros estudiados, lo gue nos hace suponer
dws cosas: Primero; que quizd la enzima activada sufre una nodiricacién )

de tal forma que no existen diferencia en el rawonocimiento de ella
tanto  por  les sujetos B27+ y B27- y por el r:antrauo en su forima

" po activa s6lo los individuos B27+ la reconocen cuantitativamente

el -tracto

Segundoy

.diferente, esto no serfa extrano si consideramos que en
digestivo la ‘enzima se encontrarfa en su fooma no activa.

que - dsta diferencia en ¢l reconocimlento probablemente sea. en el




: isotipo con el que los individues B27+ reconccen a la protefna.. Quizs |
‘pudiera - ser. un fenSmeno gue involucre a la enzima no activa y el
isotipo con el que responden dichos individuos. Estas observaciones
Cse basran tamoién en el hecho de que los pacientes con FA muestran
un elevado tftulo de anticuerpos de clase Igd {23-27}., Por lo tanto
‘se ’p_ropone un futuro estudio que analice el isotipo de énticuerpo& N
q\ié estSn recocnociendo a la protefna 50-55 kDa de Klebsiella pneumoniae
yd, que el antisuero utdlizado en &Este trabajo, reconoce a los tren

isotipos de inmmeglobulinas (IgG, IeM e IgA).

F1 estudio &el sobrenadante de cultivo se realizé con e}
objeto de de::vostrar si existen, en los pacientes, anticuerpos contra
el -"factor modificante" liberado en el medio que ha sido veportado
por el grupo de Geczy (36~40}. Con la metodologfa utilizada en &ste
&abajo no se logrS encontrar &sta diferencia, probablamente rambién
sean diferencias en el isotipo de inmunoglobulina, ro atin con los
resultados obtenidos no se puede descartar la posibilidad de que
&sta protefna (17 kba} pudiera wodificar a la molécula B27, para
esvt‘:o se_ requieren hacer estudios de blsqueda de anticunrpns fijadores
-dal  complemento’ para las c8lulas, modificadas por el sobrenadante,

dé pacientés EA'y testigos tanto B27+ como B27-.

Aungue no se puede concluir si  la diferencia. en el
reconotimiento es contra. la nitrogenasa, menos ‘ain.gi. es. contra--el

mongmere  del 'Cémgunente 1 de.la enzima no activa, se propone, pér:



lo tanto,  aislar a la enzima en sus formas activa ¥y no activa y con
Sstas protefnas purificadas, determinar’ si existen diferencias no

~'solo en. el reconocimiento cualitativo sino cuantitativo. Finalmante,

. cabe mencionar que se deben mealizar estudios para determinar  si

.Bstos anticuerpos son fijadores del. conplenento y determinar, de

_Bsta . manera, la presencia de d&stos que reconocen, por mimotismo
miecu!ar aentre nitrogenasa y HLA-B27, a la molécula on la superficise

celular y si la presencia dec 8stos anticuerpos se deben a la diferente

'presenba&ién antigénica de ‘la nitrogenasa {probablemente n6 activa)

por-parte de los sujetos con el marcader genftice HLA-B27.




" A TESIS HO BDEBE
SAE??I Df LA BIBLITEGR

CONCLUSIONES

1.~ Se lograron disefar wadios de cultivo, libres de protefnas

para ‘el estudio de los productos: de excresiSn de Kiebsiella pneunoniae.

2.~ Se demostrd la presencla de la enzima nitrogenasa en
la  mayorfa de los alslamientcs de infecciones intrahospitalarias,
. por: lo tanto parece ser que la presencia de la nitrogenasa no es

un evento extrafio.

3.~ Se¢ ide6 una forma diferente para analizar  extractos
proteinicos totales de bacterias, lo que my probablemente mzjora

. el mitodo tradicional de chtencibn.

4.~ .Se demostrd la presencia, -en ‘la cepa anélizada. de
dos proteims en el sobrenadante del cultivo con fuente de nitrdgeno,
de las cuales, al mepos una de ellas, la.de 17 kDa es un verdadero

producto de excresifn.




5.~ Se demostrd que existe diferencia en- el reconocimiento
"G ‘u.n‘a protefna de 50-55 kba de Kishsiella pnowmoniae crecida en

medio con fuente de nitrégeno, emtre sujetos HLA-B27+ ¥ HLA-B327-.

6.~ Aungue no se puede comnclulr si Klebsiella prneumoniae
es ‘un agente - involucrado en la etiopatogénesis de la espondilitis
aﬁquilosante, s8I se puede afirrnar que existe una tendencia a reconocer
de una manera diferente a un componente2 de- la bacteria y que hace
‘fal‘b:, por lo tanto, -analizar mis casos y utilizar testigos de la .
poblacifn: abierta, asf como . individuos HLA-B27+ .sin antecedentes

familiares de enfermedades reumdticas.
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