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Resumen

El actinomicetoma es una enfermedad crénica extensiva, altamente incapacitante y de mal
prondstico; los principales agentes causales son los géneros Nocardia, Streptomyces,
Actinomadura y Rhodococcus pertenecientes al orden Actinomycetales. En México, el agente
aislado con mayor frecuencia es Nocardia brasiliensis, el cual posee peculiaridades en su
clasificacion taxonémica secundarias a la alta semejanza fenotipica interespecie, causando que
durante casi dos siglos fuera poco conocida y reclasificada con base en criterios limitados.

Es hasta el advenimiento de la biologia molecular que la identificacion de estas bacterias adquiere
un alcance mayor, siendo descritas 119 especies hasta la actualidad. N. brasiliensis habia sido
inicialmente descrita como una especie fenotipicamente homogénea, pero en las ultimas décadas
se ha demostrado que existe en su perfil bioquimico, de susceptibilidad a antibi6ticos y en algunas
secuencias de nucleotidos, una alta variabilidad antes no considerada. El uso de métodos
moleculares, por medio de herramientas informaticas o in silico, que permitan identificar
puntualmente estas diferencias a nivel genético podria ayudar a ampliar los conocimientos que se
tienen sobre esta especie, analizar y comparar los patrones genéticos, establecer grupos que formen
subespecies o genotipos y, finalmente, explicar la alta variabilidad observada.

Se realizd un estudio descriptivo y transversal, en el cual se identificaron y analizaron los patrones
de restriccion del gen ARNr 16S de 78 cepas de N. brasiliensis aisladas de casos clinicos. El
proyecto se inicid reactivando las cepas, estas se encontraban conservadas en criotubos a -20°C,
para ello se inocularon en agar Sabouraud y agar infusion cerebro corazén con adicion de papa al
10% a 37°C por 21 a 35 dias. Posteriormente se obtuvo biomasa y se realiz6 la extraccion del
material genético por medio del kit Promega Wizard® Genomic. Con el ADN obtenido se
amplifico el gen ARNr 16S por medio de PCR. El producto de amplificacion fue secuenciado. Se
construyeron secuencias consenso por métodos bioinformaticos, con las cuales se realizd la
identificacidn genética de las cepas. Asi mismo, las secuencias construidas fueron utilizadas para
la realizacion de las restricciones enzimaticas in silico por medio de la herramienta virtual de New
England BioLabs® NEBcutter. Se utilizaron las enzimas Nspl y Sfcl. Los patrones generados se
analizaron en busca de variaciones y se establecieron las agrupaciones correspondientes segun las
caracteristicas presentadas. Finalmente, fueron identificados 12 grupos o ribotipos que cumplieron
con los criterios de agrupacion establecidos, dentro de los cuales se hallaron 63 de las 78 cepas
estudiadas; mientras que 6 méas pudieron agruparse sin cumplir exitosamente los criterios y 9 mas

no presentaron semejanzas y no pudieron ser agrupadas.



Summary

Actinomycetoma is an extensive chronic disease, highly disabling, and poorly diagnosed; the main
etiological agents of this pathology are Nocardia, Streptomyces, Actinomadura, and Rhodococcus
genus belonging to the Actinomycetales order. In Mexico, the most frequently isolated agent is
Nocardia brasiliensis, which has peculiarities in its taxonomic classification secondary to the high
phenotypic inter-species similarity, causing that for almost two centuries, it was little known and
reclassified based on limited criteria.

It was not until the advent of molecular biology that the identification of these bacteria became
more widespread, with 119 species described to date. N. brasiliensis was initially described as a
phenotypically homogeneous species. However, in recent decades it has been shown that there is
significant variability in its biochemical profile, antibiotic susceptibility, and nucleotide sequences.
The use of molecular biology techniques and computational or in silico tools that allow the precise
identification of these differences at the genetic level could help to expand the knowledge we have
about this species, analyze and compare genetic patterns, find clusters, subspecies or genotypes
and, finally, explain the high variability observed.

A descriptive and cross-sectional study was carried out, in which the 16S rRNA gene restriction
patterns of 78 strains of N. brasiliensis isolated from clinical cases were identified and analyzed.
The project began by reactivating the strains, which were preserved in cryotubes at -20°C,
inoculated on Sabouraud agar and Brain Heart Infusion agar with the addition of 10% potato at
37°C for 21 to 35 days. Subsequently, biomass was obtained, and genetic material was extracted
using the Promega Wizard® Genomic kit. The DNA obtained was used to amplify the 16S rRNA
gene by PCR. The amplification product was sequenced, then consensus sequences were
constructed by bioinformatics methods, and the genetic identification of the strains was performed;
the constructed sequences were also used to perform in silico enzymatic constraints using the
virtual tool NEBcutter from New England BioLabs® with the enzymes Nspl and Sfcl. The
generated patterns were analyzed for variations, and the corresponding clusters were established
according to the presented characteristics. Finally, 12 groups or ribotypes were identified according
to the grouping criteria, including 63 of the 78 strains studied, while 6 more could be grouped
without successfully meeting the criteria, and 9 more did not show similarities and could not be

grouped.



1. ANTECEDENTES

1.1.  Actinomicetos

1.1.1. Generalidades

La palabra actinomiceto tiene su origen en los vocablos latinos aktino “sol o rayo” y mycete

“hongo”, haciendo referencia a un hongo con filamentos en distribucion radiada (1).

Son organismos procariotas, por lo cual no tienen membrana nuclear y su material genético se halla
en forma libre dentro del citoplasma, con un alto porcentaje en el contenido de bases nitrogenadas
G y C (guanina y citosina) (2); poseen ribosomas, no cuentan con aparato de Golgi, reticulo
endoplasmico ni mitocondrias. Su membrana celular esta exenta de ergosteroles y la pared contiene
acido muramico. Su tamafio es pequefio, midiendo menos de 1 micrometro. Se dividen por fisidn
binaria, formando micelios microsifonados (menores de 1 micrometro de diametro), cuyas
estructuras filamentosas se fragmentan y generan formas bacilares o cocoides. Pueden reproducirse

también como esporas con gran resistencia a la humedad, a la sequia y al calor (1) (3).

Son microorganismos que habitan en el suelo, lagos, rios y océanos. Pueden relacionarse con otros
seres vivos, frecuentemente plantas, animales y humanos, como parésitos o simbiontes, aunque es
comdun su presencia en material organico en descomposicion (2). En muestras de suelo se suelen
hallar con una distribucion de 70% a 90% de Streptomyces, 10% a 30% de Nocardia 'y 1% a 15%

de Micromonospora (4).

1.1.2. Metabolismo

Se trata de seres heterotrofos, en su mayoria saprofitos, que pueden ser aerobios 0 anaerobios,
segun el género, metabolizan nitrogeno y carbono y mineralizan la materia organica. Producen una
vasta coleccién de metabolitos secundarios que tienen impacto en su ambiente natural y en su
relacion con otros organismos (4). Producen geosmina y metilisoborneol que son los componentes
que dan el olor caracteristico a “tierra mojada” en exteriores, y en agua de consumo humano pueden

causar cambios en su coloracion y en su sabor (2).

1.1.3. Crecimiento
Tanto en su medio natural como en medios de cultivo, se consideran de lento crecimiento, razon

que dificulta su observacién (2). De modo experimental, se utilizan medios de cultivo Sabouraud



8

con actidione, infusion cerebro-corazon (HBI o Hearth-Blood Infusion) y en algunos casos, como

A. madurae, en Lowenstein-Jensen (1).

Cuando crecen en medios solidos, forman colonias acuminadas y en los medios liquidos,
constituyen formas ramificadas con fragmentacion de micelios. Es comun hallar formacion de
micelio aéreo que se puede verse sobre las colonias como una estructura blanquecina, difusa y que

sobresale del medio de cultivo (1) (3).

1.1.4. Clasificacion
Pertenecen al dominio Eubacteria, clase Actinobacteria y orden Actinomycetales. Se subdividen
en 195 géneros, de los cuales 190 se clasifican en 20 familias y 5 se hallan sin familia asignada,

como se muestra en la figura 1 (5).

Familia Actinomycetaceae

Familia Actinopolysporaceae

Orden Familia Actinospicaceae
A ct 1 no my cet al es Familia Catenulisporaceae

Familia Corynebacteriaceae
Clas e Familia Dietziaceae
. . Familia Mycobacteriaceae
Actinobacteria

Familia Nocardiaceae
Familia Segniliparaceae
Familia Tsukamurellaceae
Familia Glycomycetaceae
Familia Jiangellaceae
Familia Micromonosporaceae
Familia Nocardioidaceae
Familia Propionibacteriaceae
Familia Pseudonocardiaceae
Familia Streptomycetaceae
Familia Nocardiopsaceae
Familia Streptosporangiaceae

Familia Thermomonosporaceae

Figura 1. Familias del orden Actinomycetales

1.1.5. Géneros no patégenos

La mayoria de las actinobacterias no son patdgenas, por el contrario, poseen propiedades que
pueden ser benéficas para el humano, otras especies animales y vegetales o el ecosistema. En los
altimos afios, especialmente con las herramientas biotecnoldgicas, se ha potenciado su utilidad (2)

(4) (6). Algunas de las aplicaciones se mencionan a continuacion.



Aplicaciones biotecnoldgicas
La produccién de metabolitos secundarios y moléculas bioactivas, como se describe a
continuacion, ha llamado la atencion de los investigadores desde su descubrimiento, encontrandose

que pueden ser aplicados en distintas areas con beneficio al humano.

Produccién de antibiéticos

Se estima que al menos el 70% de los antibidticos son producidos a partir de especies de
actinobacterias (2). Streptomyces es el principal género usado con esta finalidad, entre los
compuestos que se han aislado a partir de sus metabolitos, figuran la estreptomicina, tetraciclinas,
aminoglucosidos, betalactamicos, eritromicina, rifampicina, neomicina, &cido clavulanico,
cloranfenicol y kanamicina. Sin embargo, la presencia de patologias causadas por bacterias
multirresistentes ha dirigido el interés en la busqueda de sistemas biosintéticos que lleven a la

produccion de nuevas moléculas que puedan actuar contra las cepas resistentes (6).

Produccién de medicamentos usados en oncologia
Antraciclinas y estreptomicina como farmacos utilizados en las terapias oncoldgicas son
producidos por actinomicetos. Se han aislado, ademaés, algunos inhibidores enzimaticos como

retrostatina y estreptonigrina que acttan sobre la transcriptasa inversa (2) (4).

Agricultura

Distintos géneros de actinomicetos han sido estudiados y actualmente aplicados en la industria
agricultora por los beneficios que sus productos tienen en la nutricion, crecimiento y proteccion de
especies vegetales. Se sabe también que pueden contribuir a la supresion del crecimiento de

especies patogenas (2).

Se pueden mencionar los siguientes géneros con sus funciones (4):
A. Frankia: Capacidad de fijar el nitr6geno del ambiente para su posterior utilizacion como
nutrimento para la planta.
B. Micromonospora: Activacién de los sistemas de defensa de las plantas a partir de la

produccion de enzimas, lo cual puede ser de utilidad para evitar enfermedades.

Biorremediacion
La restauracion de sitios contaminados es un tema prioritario en zonas donde la degeneracion de

los ecosistemas no ha podido ser evitada. Se sabe que los actinomicetos, al realizar modificaciones
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quimicas, son capaces de degradar polimeros complejos, lignina, celulosa, hemicelulosa, pectina,
gueratina, quitina, agar, alginatos, aceites, hidrocarburos y material de las paredes celulares de

hongos (2).

Los géneros que participan en esta aplicacion son los siguientes (4):

A. Streptomyces: Degradacion de queratina, latex, pectina y compuestos aromaticos.

B. Arthrobacter: Posee la capacidad de degradar sustancias como pesticidas y herbicidas.

C. Rhodococcus: Degradacion de hidrocarburos, benceno, algunos detergentes y bifeniles
policlorados, ademas de la produccion de bio-emulsificantes.

D. Frankia: Este microorganismo puede ser utilizado para especies vegetales que son
aplicadas en sitios contaminados con metales pesados 0 compuestos inorganicos.

E. Thermomonospora: Muestra actividad en la descomposicién de composta y desechos
urbanos.

F. Nocardia: Degradacion de hidrocarburos aromaticos mediante hidroxilacion.

1.1.6. Géneros patdgenos y patologias de interés epidemiolégico
Son pocos los que causan enfermedades, aunque éstos pueden actuar sobre humanos, animales y
algunas plantas (4). La clasificacion modificada del manual de Bergey incluye a los principales
géneros patogenos (1), que pueden ser distribuidos en dos grupos.
1) Sin formacion de micelio: Mycobacterium y Corynebacterium
2) Con formacion de micelio
A. Aerobios: Nocardia, Nocardioides, Pseudonocardia, Rhodococcus,
Dermatophilus, Micromonospora, Streptomyces, Actinomadura, Nocardiopsis y
Thermomonospora.

B. Anaerobios: Actinomyces, Bifidobacterium, Propionibacterium y Rothia.

Los seis géneros patdgenos de relevancia epidemioldgica en humanos son Actinomadura,
Actonomyces, Nocardia, Mycobacterium, Rhodococcus y Streptomyces que causan patologias
como actinomicetoma, actinomicosis, nocardiosis, tuberculosis y lepra. Las caracteristicas

fenotipicas, asi como la relacion de las patologias causadas por especie se muestran en las tablas 1
y2(1)(7)(8).



Tabla 1. Géneros patdgenos de Actinomycetales

11

Cocoide
No dcido- formando Fision binaria | A. madurae
Actinomadura | Aerobio Gram positivo | alcohol Si cadenas ’ L
. N y esporas A. pelletieri
resistente pequenas
No acido- gﬂe ngit:s
Actinomyces A1_1aerob1'0 ° Gram positive alc9hol estructuran en | Cocoides Fision binaria | 4. israelii
microaerdfilo resistente I
micelios.
Fi
- il entosaf N. brasiliensis
Acido-alcohol contendenciaa | .., .. . )
. - . - . Fision binaria | N. asteroides
Nocardia Aerobio Gram positivo | resistente Si romperse en L
. . y esporas N. farcinica
parcial cocos o bacilos .
N. caviae
Acido-alcohol M. tuberculosis
Mycobaterium | Aerobio Gram positivo | resistente No Bacilos Fision binaria :
M leprae
Acido-alcohol
Rhodococcus Aerobio Gram positivo rems_tente Si Cocoide Fision binaria | R. equi
parcial
No acido- Cocoides, C S. somaliensis
Strepfomyces . . . . Fision binaria .
Aerobio Gram positivo | alcohol Si zarcillos y S. paraguayensis
. ; y esporas )
resistente espirales S. sudanensis

Tabla 2. Principales patologias de interés epidemiol6gico causadas por actinomicetos

Actinomadura

Actinomyces

Nocardia

Mpycobaterium

Rhodococcus

Streptomyces

A. madurae

4. pelletieri

A. israelii

N. brasiliensis
N. asteroides
N. farcinica

N. Caviae

M. tuberculosis

M. Leprae

R. equi

S. somaliensis
S. paraguayensis

5. sudanensis

Actinomicetoma

Actinomicosis

Actinomicetoma

Nocardiosis

Tuberculosis

Lepra

Actinomicetoma

Actinomicetoma
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1.1.6.1. Actinomicetoma
Se trata de un sindrome anatomoclinico constituido por inflamacion cronica, deformidad de la zona
afectada con multiples lesiones y fistulas que drenan un contenido seropurulento donde se halla al
agente causal en forma de “granos”. Estos agentes pertenecen a cuatro géneros, que se enuncian
con sus respectivas especies (1):

1) Nocardia: N. brasiliensis, N. asteroides, N. mexicana, N. otitidscaviarum y N.

transversalis.
2) Actimomadura: A. madurae, A. pelleteri y A. vinaceae.
3) Streptomyces: S. somaliensis y S. sudanensis

4) Rhodococcus: R. equi

Predomina en las regiones que se encuentran sobre el Tropico de Cancer, especialmente Africa,
Asia y Latinoameérica, con climas subtropicales y tropical senegalés. Los paises donde mas casos
se registran son India, Sudan, Somalia, Senegal, Nigeria, Chad, Niger, México, Venezuela,
Colombia, Brasil, Argentina, Guatemala y El Salvador. Se presenta mayormente en hombres con
una relacion 3:1 respecto a las mujeres. Se ha visto un patron especial en las personas que trabajan

en el campo y habitan en areas rurales con escaso acceso a servicios basicos en la vivienda (1).

La via de entrada suele ser a través de una solucion de continuidad de la piel causada por algun
componente vegetal, madera, piedras o animales donde el microorganismo habite; también ocurre
cuando las heridas se contaminan con tierra. El periodo de incubacion del microorganismo puede
ser de meses hasta afios, presentando un crecimiento lento. Una vez desarrollados en el organismo,
los hongos o actinomicetos causardn una reaccion inflamatoria local a expensas de

polimorfonucleares, seguida de fibrosis y neovascularizacion (3).

El crecimiento de estos agentes culminaré en forma de granos; en actinomicetos se ha demostrado
que producen un polisacarido acido sulfatado y un polisacarido neutro que bloquean el
reconocimiento por parte de las células presentadoras de antigeno, volviendo ineficaz la respuesta
inmunitaria adaptativa. Estos granos seguiran el camino de las fistulas para llegar al exterior en
forma de exudado seropurulento. Es el mismo periodo de incubacion el que determina el tiempo
en que las lesiones comienzan a presentarse, siendo el sitio de inoculacion el mismo que de

presentacion, aunque el mas reportado sea en el pie (3).
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La presentacion de la enfermedad iniciar4 con aumento de volumen progresivo que llevard a la
deformidad de la regidn, sobre las lesiones aparecen fistulas con drenaje de los microorganismos
en forma de granos. Ademas, se puede observar un caracteristico borde mamelonado alrededor de
las fistulas. Pueden aparecer costras melicéricas y ulceraciones, asi como cicatrices

hipopigmentadas o hiperpigmentadas retractiles (1).

La extension de las lesiones ird en aumento conforme la enfermedad se desarrolla, extendiéndose
por contigliidad y afectando huesos del tarso y metatarso, vértebras con diseminacion a médula
espinal, costillas, pleuray pulmon, y cualquier otro tejido segun sea la localizacion de las lesiones.
Pueden ocurrir diseminaciones en sitios lejanos de la lesion primaria a través de vasos sanguineos

y linfaticos (3).

El diagnostico se realiza con la visualizacion al microscopio de los granos, citodiagnéstico con
aspiracion por aguja fina o cultivos donde se evidencie el microorganismo causal. En
actinomicetomas no se recomienda la reseccion quirurgica por el riesgo de diseminacion, en
cambio se prefieren tratamientos conservadores a base de largos esquemas de antibidticos como
sulfonamidas, trimetoprim-sulfametoxazol 80/400 mg, estreptomicina 1g/dia evaluando la
ototoxicidad y amoxicilina con acido clavulanico 500mg/125mg; pudiendo durar los tratamientos

desde 6 meses hasta 2 afios (1).

La enfermedad por si misma se extiende hasta planos profundos, pudiendo ocasionar inmovilidad,
secuelas severas segun el sitio de las lesiones e incluso la muerte. Puede haber afeccion pulmonar

o0 nerviosa de la enfermedad, cursando con mal prondstico (3).

La dltima actualizacion epidemioldgica exhaustiva acerca del actinomicetoma en México fue
realizada en 2013 por Lpez Martinez y col. (9) donde se recopilaron los datos de once centros de
diagnostico micoldgico, encontrando que la prevalencia fue de 3,796 casos, con una incidencia de
73 casos por afo. A su vez, N. brasiliensis representa el agente causal en el 65.58% de los casos,
es decir, en 2,489, siendo el mas importante de todos. Posteriormente se encuentran Actinomadura

madurae con el 7.93%, Streptomyces somaliensis con 1.02% y N. asteroides con 0.71%.
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1.2. Género Nocardia

1.2.1. Generalidades

El término Nocardia fue acufiado en 1889 por Vittore Trevisan como reconocimiento al trabajo de
Edmund Nocard quien, en 1888, en la isla de Guadalupe, aisl6 en muestras de ganado con
enfermedad linfatica al microorganismo que describié como Streptothrix farcinica y que hoy es

conocido como Nocardia farcinica (3).

Se trata de actinomicetos aerobios, Gram positivos y acido-alcohol resistentes debido a que
producen &cido micolico. Su estructura quimica celular esta formada principalmente por
peptidoglucanos, quitina, acidos micélicos y quinona isoprenoide, los fosfolipidos de membrana
son mayoritariamente acidos tuberculoestearicos y la pared celular es dependiente de arabinosa y
galactosa. Al crecer, forman micelio microsifonado que se fractura en estructuras bacilares y

cocoides. Pueden, ademas, producir granos como la forma compacta de los filamentos (3).

Viven en el ambiente, en suelo, en agua y en materia organica en descomposicion. Se ha descrito
que su predominio por regiones geograficas es la siguiente: clima templado para N. asteroides, N.
farcinica, N. absessus y N. nova; mientas que el clima tropical himedo es benéfico para el

crecimiento de N. brasiliensis, N. caviae y N. transvalensis (1).

1.2.2. Metabolismo
Tienen la capacidad de producir lisis de hidrocarburos de cadena larga, ademaés de diésel, parafina
y asfalto (2).

1.2.3. Patologia

Se considera a Nocardia como un patdgeno oportunista, desarrollando enfermedad principalmente
en pacientes inmunodeprimidos. Terapias como el trasplante de drganos o tejidos, enfermedades
autoinmunes y neoplasias propician el desarrollo del actinomiceto (10). Las principales especies

patdgenas de Nocardia se encuentran en la Tabla 3.

1.2.4. Taxonomia

El género Nocardia pertenece a la familia Nocardiaceae, orden de los Actinomycetales, clase
Actinobacteria, phylum Actinobacteria y dominio Eubacteria. Existen, actualmente, 119 especies
descritas de Nocardia segun la Lista de Nombres Bacterianos con Nomenclatura Vigente (List of

Procariotic Names with Standing in Nomenclature o LPSN) (5).
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Tabla 3. Especies de Nocardia reportadas como patégenas (11)

Nombre de la especie

N. abscessus N. beijingensis N. exalbida N. neocaledoniensis N. sienata

N. africana N. blacklockiae N. farcinica N. niigatensis N. takedensis
N. amamiensis N. boironii N. harenae N. ninae N. terpenica

N. amikacinitolerans  N. brasiliensis N. higoensis N. niwae N. testacea

N. anaemiae N. brevicatena N. ignorata N. nova N. thailandica
N. aobensis N. carnea N. inohanensis N. otitidiscaviaruimn N. transvalensis
N. araoensis N. cerradoensis N. jinanensis N. paucivorans N. vermiculata
N. arthritidis N. concava N. kroppenstedtii N. pneumoniae N. veterana

N. arizonensis N. eyriacigeorgica N. kruczakiae N. pseudobrasiliensis ~ N. vulneris

N. asiatica N. donostiensis N. mexicana N. puris N. wallacei

N. asteroides N. elegans N. mikamii N. shinanonensis N. yamanashiensis

1.2.5. Métodos empleados para la identificacién de Nocardia
La identificacion de estos actinomicetos se realiza inicialmente con las pruebas fenotipicas y
posteriormente con las pruebas moleculares, siendo éstas Ultimas mas certeras a causa de las

peculiaridades que posee el género.

Métodos fenotipicos
Cultivos y Tinciones
Crecen en medios aerobios a 28°C (10), especialmente en agar glucosado de Sabouraud, infusion
cerebro-corazon (BHI), Lowenstein-Jensen, medio de Bennett, Middlebrook y BCP (12). Su
crecimiento es lento, requiriendo su mantenimiento entre 4 a 6 semanas, aunque forman colonias

visibles en 3 a 5 dias (1).

Su aspecto es acuminado, granular, de elevacion pulvinada y con contorno lobulado, la coloracion
varia entre amarillo y tonalidades de anaranjado, aunque la superficie puede verse blanquecina a
expensas de la hifa aérea y desprende un olor caracteristico a humedad (13). Es importante que los
laboratorios estén informados de la sospecha de Nocardia para que las muestras sean procesadas
adecuadamente y en los tiempos necesarios para esta bacteria (14). Es aconsejado realizar tincion
de Gram puesto que se trata de bacterias Gram positivas, ademas de tincion de Ziehl-Neelsen para

diferenciar de otros actinomicetos no acido-alcohol resistentes. Al observarse al microscopio, se
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evidencia el micelio microsifonado, las ramificaciones en los filamentos y las figuras bacilares y

cocoides causadas por la fragmentacion de éstos (13).

Pruebas bioguimicas
Existen distintas pruebas metabdlicas que pueden realizarse a las especies de Nocardia, algunas de
las mas comunes son las siguientes (15) (1):

1) Crecimiento en fuentes de carbono como L-arabinosa, D-galactosa, D-glucosa,

maltosa, D-manitol, manosa, L-ramnosa y sorbitol.

2) Crecimiento en agar Bennett a 45°C

3) Ureasa

4) Catalasa

5) Descomposicion de sustratos como adenina, caseina, hipoxantina, tirosina y xantina.

Antibiograma y creacion de complejos de especies N. asteroides

Para 1988 se tenia claro que las especies identificadas previamente como Nocardia asteroides
poseian diferencias significativas en su antibiograma, sin conocerse la causa de este hecho. El
estudio realizado por Wallace y col. (16) en el mismo afio confirmé esa observacion, demostré la
heterogeneidad dentro de la misma especie y obtuvo seis patrones de susceptibilidad a antibidticos
que sirvieron para clasificar posteriormente a N. asteroides en sus respectivos complejos con base

en estas caracteristicas.

Los seis grupos son los siguientes (16):

1) Susceptible a ampicilina, carbenicilina y cefalosporinas de amplio espectro.

2) Susceptible a ampicilina, carbenicilina, cefalosporinas de amplio espectro y
ciprofloxacino.

3) Susceptible a ampicilina y eritromicina pero resistente a carbenicilina.

4) Susceptible a ciprofloxacino pero resistente a todos los aminoglucésidos, incluyendo
amikacina.

5) Susceptible a ciprofloxacino e imipenem pero resistente a pecinicilinas, cefalosporinas de
amplio espectro y a todos los aminoglucésidos excepto amikacina.

6) Susceptible a cefalosporinas de amplio espectro, pero resistente a penicilinas.
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Patrén de lipidos de membrana

Considerando las caracteristicas estructurales y bioguimicas de los actinomicetos, se ha buscado
establecer un patron basado en el perfil de lipidos entre diferentes especies para facilitar su
identificacion. McNaab y col. (17) obtuvieron indices de similitud para perfiles de &cidos grasos
utilizando el software MIS, que revelaba la semejanza que tenia una cepa estudiada con una cepa

de referencia y con una base de datos que incluia perfiles lipidicos.

Aunque se hallaron ventajas en el uso de esta prueba, pues es rapida y practica, los resultados
publicados también mostraron sus limitaciones, reportando que fue posible reconocer solo el 33.5%
de las cepas estudiadas; ademas de que la heterogeneidad en el perfil de lipidos de membrana dentro
de la misma especie no podia confirmar la existencia de subespecies por la posibilidad de que
aquello se debiera a variables en el crecimiento de las cepas que causaran interferencia en los
resultados (17).

Métodos moleculares
El auge de la biologia molecular en el tltimo siglo llevé al desarrollo y aplicacion de técnicas que
permiten estudiar y comprender caracteristicas especificas de los seres vivos. Las
reconsideraciones taxonomicas surgidas a partir del uso de métodos moleculares para la
identificacion de especies microscopicas evidencian las limitaciones que se tenian al realizar
clasificaciones meramente fenotipicas. La aplicacion de estos métodos, a través de diversos
estudios, permite no sdlo la discriminacion entre cepas estrechamente relacionadas sino la

descripcion de especies nuevas (18).

El alcance en el conocimiento del género Nocardia puede manifestarse en el niUmero de especies
conocidas, siendo que en 1980 se describian 20 especies en la Lista de Nombres Aprobados de
Bacterias y en 2019 se encuentran 119 especies registradas en la Lista de Nombres Bacterianos con

Nomenclatura Vigente (5).

Secuenciacion del gen ARNr 16S

El gen de ARNTr 16S tiene una baja tasa de mutacion a lo largo de la evolucion, lo cual permite la
diferenciacion entre especies estrechamente relacionadas. Se considera que dos cepas pertenecen a
la misma especie cuando muestran una similitud mayor al 98.7% en la secuencia obtenida (19).

Actualmente, este método es considerado el estdndar de oro para la identificacion molecular de
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Nocardia. Cuando los resultados son dificiles de interpretar, es recomendable realizar la

secuenciacion de otros genes para la construccion de arboles filogenéticos (15).

Secuenciacion del gen hsp65

Al realizar una secuenciacion de hsp65 en cepas de Nocardia, es posible identificar al menos al
90% a nivel especie con una concordancia de 0.867 respecto al estandar de oro. El gen hsp65
muestra disimilitud genética en un 4 %, lo cual lo hace favorable para su uso en identificacion de
especies pertenecientes al mismo género. Para algunas especies concretas se recomienda el uso del
gen hsp65 sobre ARNr 16S, especificamente el caso de N. cyriacigeorgica. La principal desventaja
en la realizacion de esta secuenciacion es la baja disponibilidad de datos en la mayoria de las bases

de acceso publico (20).

Secuenciacion del gen gyrB

Esta técnica utiliza el gen de la subunidad gyrB de la ADN girasa para su secuenciacion y posterior
comparacion de resultados. En distintas especies de Nocardia, se ha encontrado que la similitud
obtenida en la secuencia del gen es de 82.4% a 99.9%. Siendo que en Nocardia paucivorans y
Nocardia brevicatena la similitud es del 99.5%, al igual que entre Nocardia carnea y Nocardia

flavorosea. Sin embargo, el uso de la subunidad gyrB ain muestra limitaciones (21).

Tipificacion multilocus de secuencias

Recientemente, se ha probado el uso de tipificacion multilocus de secuencias para ayudar a resolver
el problema persistente en la taxonomia de Nocardia. Este género bacteriano tiene una amplia
variedad genética, demostrandose que al menos el 20.5% de las cepas pueden contener dentro de
su locus un alelo que no pertenece a su especie, siendo que para los genes mas secuenciados se
halla esta condicién en 1.6% para secAl, 17.4% para hsp65, 3.2% para rpoB y 1.6% para gyrB. A
pesar de que la tipificacion multilocus de secuencias muestra buenos resultados, su realizacion es

compleja, limitando su uso (22).

1.2.6. Dificultades en la identificacion
Después de su publicacion en 1889, la integracion de nuevas especies a este género fue mas bien
paulatina (Figura 2), contando con 18 especies para 1962, mismo afio en que Gordon y Mihm (23)

realizan pruebas fenotipicas a N. asteroides y N. farcinica, sin encontrar diferencia alguna,
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quedando su escrito como antecedente de la alta similitud que hay entre estas especies y la

dificultad de diferenciarlas con pruebas microscopicas tradicionales.

Para 1980, cuando se publica la primera Lista de Nombres Aprobados de Bacterias, se tenian
registradas 20 especies de Nocardia (24), encontrando en 1988 que dentro de N. Asteroides se

podian incluir al menos seis grupos distintos clasificados en esta misma especie (16).

El desarrollo de los métodos de biologia molecular tuvo una influencia significativa en las técnicas
utilizadas para la identificacion de especies bacterianas, incluyendo a Nocardia, asi para 2006 se
habian realizado ya secuenciaciones de 65-kDa de los genes ARNr 16S y hsp65 en los seis
complejos de N. asteroides, confirmando su disimilitud interespecie aun con la alta semejanza

fenotipica (25).

En los Gltimos afos, el estudio de Nocardia se realiza por medio de secuenciaciones genéticas, con
el fin de obtener més datos de las distintas especies existentes, asi como la posible identificacion
de especies nuevas. Entre las especies de interés epidemioldgico y taxondmico se encuentra
Nocardia brasiliensis (25) (11).

Especies de Nocardia durante los siglos XIX y XX
25

20
15

10

Numero de especies reconocidas

1891 1962

Figura 2. Especies de Nocardia reconocidas durante los siglos XIX 'y XX
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1.3.  Nocardia brasiliensis

1.3.1. Nomenclatura

La especie Nocardia brasiliensis fue descrita inicialmente por Lindenberg en 1909 (26) con el
nombre de Discomyces brasiliensis, ademas recibiendo otros nombres en los afios subsecuentes,
como Streptothrix brasiliensis, Oospora brasiliensis, Actinomyces brasiliensis y Actinomyces
violaceus subsp. brasiliensis (27). En la primera publicacion de la Lista de Nombres Aprobados de

Bacterias, aparece con la nomenclatura actual.

1.3.2. Generalidades

La descripcion completa de la especie fue publicada por Gordon y Mihm (23) Al crecer en los
medios de cultivo adecuados, macroscopicamente forman colonias acuminadas, secas y arrugadas,
se evidencia la presencia de micelio aéreo por las estructuras blanquecinas en la superficie de la
colonia, adquieren coloracion desde amarillo claro hasta anaranjado y excepcionalmente &mbar o
café. Microscopicamente son Gram positivas y acido-alcohol resistentes, muestran largos
filamentos ramificados y forman micelios rizoides o entrelazados. EI micelio aéreo se observa

como estructuras cortas, rectas, largas o ramificadas con tendencia a fusionarse (23).

El genoma de N. brasiliensis tiene un total de 9, 436, 348 pares de bases, mostrando ser una bacteria
patdgena con un genoma largo a comparacion de otros patdgenos humanos. Se encuentran 8,414
secuencias codificantes de proteinas, 51 para ARNt y 3 para el operén de ARNr 16S-23S-5S. El
porcentaje de G+C (Guanina y citocina) contenido en el genoma alcanza el 68% (28).

Las caracteristicas metabolicas que la distingue de otras especies de actinomicetos se muestran en
la Tabla 4.

1.3.3. Patogenicidad

En 2013 se estim0 que la prevalencia de actinomicetoma en México es de 3,796 casos, donde 3,057
(80.53%) son causados por el género Nocardia, siendo N. brasiliensis el agente causal mas comun
con 2,489 (65.58%) casos. Lo anterior muestra que N. brasiliensis no sélo es la especie de Nocardia

que se presenta con mas frecuencia, sino también el actinomiceto con mayor relevancia clinica (9).

1.3.4. Taxonomia
N. brasiliensis pertenece al género Nocardia, familia Nocardiaceae, suborden Corynebacterineae,

orden Actinomycetales, clase Actinobacteria, phylum Actinobacteria y dominio Eubacteria (5).



Tabla 4. Principales caracteristicas fisiologicas de N. brasiliensis (23)

Presencia de:

Ausencia de:

Descomposicion de:

Formacion de acido
a partir de:

Uso de fuentes de
carbono como:

Caseina
Tirosina
Inositol
Manitol
Glucosa

Glicerol

Acetato
Citrato
Malato
Propionato
Piruvato

Succinato

Descomposicion de:

Formacion de acido
a partir de:

Uso de fuentes de
carbono como:

Xantina

Adonitol

Arabinosa

Eritritol

Lactosa

Maltosa
a-metil-D-glucosido
Rafinosa

Rammnosa

Sorbitol

Xilosa

Benzoato

1.3.5. Métodos de identificacion utilizados para N. brasiliensis
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A pesar de que se ha comprobado la utilidad de los métodos moleculares para la identificacion

veraz de microorganismos como N. brasiliensis (18), en muchos laboratorios no se realizan estos

estudios debido a la falta de recursos aunado a los altos costos, siendo que la identificacion de

género se realiza con la observacién macroscopica y microscépica de las colonias, mientras que

para determinar la especie se utilizan las pruebas bioquimicas como apoyo. La descomposicion de

caseina positiva es comunmente usada como marcador para diferenciar a las especies N.

brasiliensis, sin embargo, se ha observado que esta caracteristica metabdlica estd presente en

microorganismos con relacion evolutiva con N. brasiliensis y no como propia de la especie (12).

Los perfiles de susceptibilidad a antibidticos aparecen ain como métodos auxiliares de

identificacién, habiendo encontrado para N. brasiliensis susceptibilidad a amikacina, trimetoprim

con sulfametoxazol y resistencia a imipenem, ceftriaxona y pristinamicina (12) (29).
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1.3.6. Problemas taxonémicos

Antes del desarrollo de los métodos moleculares, las especies de Nocardia eran frecuentemente
reportadas de modo incorrecto a causa de la gran semejanza fenotipica que poseen. Al realizarse,
contemporaneamente, secuenciaciones completas del gen ARNr 16S, asi como de las primeras 500
pares de bases del mismo gen, se pudieron hallar, ademas, que distintas especies muestran
semejanzas en la secuencia de 500 pares de bases, como ocurre con N. brasiliensis y N. vulneris

(12). Es notorio que el estudio de la taxonomia de Nocardia es alin extenso y complejo.

En 2014, la especie N. vulneris fue descrita por primera vez, encontrandose en ocho muestras de
casos clinicos de actinomicetomas en Estados Unidos y Canada, las cuales fueron aisladas y
secuenciadas genéticamente, mostrando un patron estable e idéntico entre todas ellas. Por medio
del gen ARNr 16s se hallé una similitud del 99.37% con N. brasiliensis, sin embargo, por medio
de espectrometria de masas MALDI-TOF y relacion ADN-ADN se hallaron diferencias con esta

especie (30).

1.3.7. Variabilidad dentro de la especie

Diferencias entre cepas de la misma especie han sido observadas antes y no es inusual ver pequefias
variaciones entre los perfiles de pruebas fisiologicas, asi como en su genotipo, sugiriendo la
posibilidad de gran variabilidad en la misma especie 0 especies distintas siendo reportadas como

N. brasiliensis por su alta semejanza (12).

Variaciones dentro de los perfiles de susceptibilidad a antibidticos han sido encontrados aun
cuando en las caracteristicas bioquimicas y fisiologicas no muestren diferencias y se haya
demostrado que la resistencia no esta relacionada con la produccion de metalo-B-lactamasas
(MBL). La causa de que cepas de N. brasiliensis presenten susceptibilidad a imipenem cuando
deberian resultar en resistencia al farmaco, parece hallarse en una sustitucién en la posicion 107,
381y 456 donde T, Ay A cambiana G, Ao Cy C. Considerandose que las cepas con la presencia
de la mutacion representaron el 30.3% del total estudiado, es aceptable evidenciar la existencia de
dos grupos con variacion dentro de la misma especie con base en su perfil de susceptibilidad a

imipenem (31).

Secuenciaciones de genes constitutivos como el de la proteina de choque térmico 65 (hsp65) y

superdxido dismutasa A (sodA) en cepas de N. brasiliensis obtenidas de casos clinicos mas dos
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cepas de referencia han mostrado la existencia de tres genotipos bien definidos, donde el menor
porcentaje de similitud encontrado fue de 97.97% y el mayor del 98.97% (12).

Otros genes que se han secuenciado para realizar la identificacion a nivel especie de Nocardia son
gyrB, secAly hsp65, donde gyrB ha mostrado mejor potencial de discriminacion. Es con este gen
que se han encontrado diferencias entre cepas pertenecientes a N. brasiliensis, llevando a la
creacion de dos grupos que, ademas, muestran distintos patrones de presentacion clinica, de
susceptibilidad a imipenem y sustitucion de G a T en la posicidn 160 del gen de ARNr 16S (32).

1.4 Métodos de restriccion enzimatica para la determinacion de polimorfismos de DNA
1.4.1 Generalidades

Los sistemas de restriccion son técnicas moleculares que se basan en el analisis de la variabilidad
de los fragmentos polimorficos de distintos genes, utilizando enzimas de restriccion que identifican
secuencias especificas de nucledtidos donde llevan a cabo una reaccion de endonucleasa, separando
el gen completo o parcial en un nimero variable de fragmentos que pueden ser visualizados,
medidos y analizados al ser distribuidos en gel de agarosa por medio de electroforesis (33). El
tamafio de estos segmentos es variable entre distintas especies, permitiendo asi la discriminacion
precisa de las cepas de estudio, incluso aquellas con alto grado de similitud. Por sus caracteristicas,

esta técnica puede ser aplicada en bacterias, pero no en virus (34).

1.4.2 Ribotipificacion

Los organismos procariotas contienen tres tipos de ARNrr, el 16S, 23S y 5S, las secuencias de ADN
que contienen la informacion para su codificacion se hallan separadas por segmentos espaciadores
no transcribibles. EI gen 16S, al tener un tamafo de aproximadamente 1500 nucleétidos, es
adecuado para la ribotipificacion, donde las enzimas de restriccion actlian sobre estos genes para
obtener fragmentos de restriccion y generar patrones conocidos como ribotipos (34) (35).

1.4.3 Analisis de fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLP)

La técnica de RFLP utiliza genes distintos a los ribosomales para su analisis por medio de enzimas
de restriccion, las cuales actuan al identificar secuencias especificas de nucledtidos y realizan cortes
en estos, generando patrones de bandas para cada una de las secuencias estudiadas. Son
especialmente utilizados los genes constitutivos como hsp65 (proteina de choque térmico 65), gyrB
(subunidad gyrB de la ADN girasa), sodA (superoxido dismutasa A), rpoB (subunidad 3 de la ARN

polimerasa), entre otros (22) (36).
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1.4.4 Enzimas de restriccion

El nimero de bandas obtenidas y la efectividad de la técnica esta sujeta a la eleccién que el
laboratorio haga respecto a las enzimas de restriccion para la cepa a estudiar (37) (33). Algunas
enzimas de restriccion que se han utilizado exitosamente en la secuenciacion genética de especies
bacterianas son EcoRlI, Pstl, Pvull, BamHI, Clal y Hindlll (33). Estudios han comparado la
efectividad de Smal y Sacll al usarse en ribotipificacién con PCR, hallando que Sacll puede ser

mas discriminatoria, recomendandose su uso (38).

1.4.5 Comparacion de los patrones de bandas

Las bandas obtenidas varian en cantidad y tamafio, siendo comun hallar de 6 a 10 bandas con
tamario de 4.3 kb a 23 kb; 0 a 2 bandas con tamafio de 2 kb a 4 kb; y 1 a 5 bandas con tamafio
menor a 2 kb. Es recomendable el uso de una cepa de referencia para comparar los resultados
obtenido. El anélisis de los patrones de bandas puede ser realizado utilizado el algoritmo UPGMA
(método de pares agrupados usando promedio aritmético). El poder de discriminacion de la técnica,
a su vez, puede ser medido en base a un indice de discriminacion, el cual expresa la probabilidad
de que dos cepas no relacionadas sean clasificadas en diferentes grupos (37). Se ha observado que
la técnica manual de ribotipificacion puede diferenciar mejor los fragmentos menores de 4 kbp,

mientras que la técnica automatizada lo hace mejor con bandas mayores a 6 kbp (33).

1.4.6 Ventajas de los métodos de restriccion enzimética

Se ha descrito que los sistemas de restriccion, como la ribotipificacion en conjunto con PCR
muestran una discriminacion de 0.86 en la tipificacion de bacterias, siendo éste un resultado
satisfactorio (39). El alto poder de discriminacion de estas técnicas, junto a su viable
reproductibilidad, las hace eficaz y de gran utilidad para distinguir entre bacterias pertenecientes a
diferentes especies e incluso puede ayudar a distinguir entre una cepa presente en un brote y una

no relacionada (37).

1.4.7 Estudios antecedentes

Se ha probado también su aplicacion en conjunto con otros métodos, como la amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), con el cual se encontrd6 una diferenciacion
considerablemente mayor de las cepas estudiadas (39). Comparandose con otros métodos, como
Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE), muestra concordancia con las clasificaciones

realizadas a nivel especie. Se ha demostrado que existe poca variabilidad entre los fragmentos de
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restriccion que presenta cada especie, aumentando la confiabilidad que tiene este método para

realizar discriminacion entre cepas con alta similitud (38).

1.4.8 Restricciones enzimaticas in silico

Los métodos de estudio de biologia molecular se encuentran en constante desarrollo, sin embargo,
los costos y las limitaciones de materiales, equipo e instalaciones necesarias para llevarlos a cabo
han hecho necesaria la busqueda de alternativas para su aplicacion, teniendo entre éstas a los
estudios por medio de softwares donde se realicen simulaciones altamente semejantes y exactas de

estos procesos, también llamados estudios in silico (40).

Las restricciones enzimaticas, a su vez, han sido aplicadas de esta forma en mdltiples ocasiones,
siendo que actualmente se cuentan con diversos programas informaticos que permitan su

realizacién (40).

1.4.9 Validacion de las restricciones enzimaticas in silico obtenidas en otros estudios

Son muchos los estudios publicados donde se ha demostrado la validez de las técnicas in silico de
restricciones enzimaticas, aunque ninguna ha sido utilizada en cepas de N. brasiliensis hasta el
momento; a continuacion, se mencionan algunos resultados recientes del uso de RFLP por medio
de softwares (40).

Debido a que las técnicas de restriccion enzimatica tienen una mayor capacidad de discriminacion
para lograr diferenciar cepas estrechamente relacionadas y que no pueden ser distinguidas por
medio de la simple secuenciacion de genes, como el ARNr 16s, Perez-Lopez, E. y col. (41)
realizaron un proyecto donde, por medio del software pPDRAW32, se utilizaron 7 enzimas para la
digestion de 19 secuencias del gen ARNr 16s obtenidas de fitoplasmas, encontrando 25 patrones
distintos de restriccion. El estudio se repiti6 in vitro, hallando correspondencia para 12 de las 19
secuencias en comparacién con la restriccion in silico, sin embargo, los tres grupos mas importantes

generados previamente fueron conservados.

En 2007, Rodriguez, J. y col. (42) reportaron los resultados de restricciones enzimaticas realizadas
in vitro e in silico, comparando el tamafio y el nimero de los fragmentos generados, derivados de
secuencias amplificadas del gen ARNr 16S de R. rhodnii y digeridos con las enzimas BamHl,
Hindlll, Pstl y Sacl. El resultado mostré que la concordancia entre ambos métodos fue del 100%.

La restriccién fue realizada por medio del programa TAGC de http: //workbench.edu.sdsc.
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Las restricciones enzimaticas in silico también son Utiles para la discriminacion y eleccion de
enzimas adecuadas al realizar un determinado estudio in vitro, ayudando a identificar aquellas que
realizan cortes en el gen requerido y después seleccionar, basandose en el nimero y tamafo de
bandas generadas, las que sean de mayor utilidad. Aravena, P. y col. (43) realizaron restricciones
con 650 diversas enzimas, disponibles en REBASE, en 76 secuencias del gen ARNr 16S de P.
salmonis a través del software EMBOSS Suit version 6.3.1. Con este proceso, pudieron detectar 7
enzimas de interés para su estudio, las cuales fueron utilizadas posteriormente para identificar los

genotipos LF-89 y EM-90 de 13 cepas control y 57 muestras de P. salmonis aisladas de salmones.

Naveen Kumar y col. (44) realizaron RFLP in silico con el software pDRAW 32, donde utilizaron
12 enzimas distintas para realizar cortes en los genes de granulina de 18 granulovirus, obteniendo
patrones especificos para cada uno de ellos. Ademas de identificar las enzimas de mayor utilidad,
los investigadores establecieron un patron de corte especifico para el gen de la granulina de Achaea
janata, obteniendo un alto poder de discriminacién. Posteriormente, los resultados obtenidos in
silico fueron corroborados por medio de hibridacion Southern blot, PCR y RFLP in vitro,
encontrando coincidencia en casi la totalidad de ellos.

El estudio realizado por Keramati, M. y col. (45) utiliz6 los programas Gene Runner ver. 3.05,
Clone Manager version 9 y MEGA version 9 para realizar restricciones in silico con 30 enzimas
distintas en 39 secuencias de la region variable SKf de la estreptocinasa, producida por cepas de
estreptococos. La finalidad era identificar aquellas enzimas que generaran los mejores patrones de
restriccion, basandose en el nimero y tamafio de bandas resultantes. Posteriormente, fueron
realizadas las restricciones enzimaticas in vitro, utilizando 3 enzimas seleccionadas previamente y
40 muestras de la region variable SK de la estreptocinasa, obtenidas de casos clinicos. Los
resultados, altamente similares a los obtenidos in silico, comprobaron la utilidad de las técnicas por

medio de softwares.
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2. Planteamiento del Problema

Las bacterias fueron concebidas por la mente humana hasta 1684, al ser observadas a través de un
instrumento inespecifico de amplificacién de imagen. En el siglo XIX se comenz6 a indagar sobre
su posible papel en las afecciones médicas, convirtiéndose asi en el punto de partida de lo que
contemporaneamente sera la microbiologia. Actualmente es bien conocido el papel protagénico
que tienen las bacterias en innumerables enfermedades infecciosas, haciendo que su conocimiento

continue siendo preponderante en cualquier campo que tenga a la salud como objeto de estudio.

La identificacion fiable de un microorganismo patogeno es fundamental por diversas razones, pues
con base en ese conocimiento, es posible realizar una correcta clasificacion taxonomica,
proporcionar mayores conocimientos sobre la patologia de interés, observar el comportamiento del
agente en el desarrollo de la enfermedad, comprender las condiciones que llevan a la manifestacién
clinica de la afeccion, formular diagnosticos correctos y establecer un tratamiento adecuado, eficaz
y especifico, que lleve a la resolucion de la enfermedad. La dificultad o imposibilidad de esta
identificacién puede llevar, en la practica clinica, a diagnosticos especulativos y tratamientos
errdneos; en el area epidemioldgica, a la generacion de estadisticas poco confiables y, en el &rea de

la microbiologia, a aceptacion de conocimientos desactualizados.

De forma inicial, la mayoria de los laboratorios realizan caracterizaciones fenotipicas de los agentes
patdgenos, utilizando para ello cultivos, observacion morfoldgica y pruebas bioquimicas y
metabolicas tradicionales. Es un hecho, sin embargo, que estos instrumentos presentes en la
mayoria de los laboratorios no son de utilidad en bacterias de dificil identificacion. El desarrollo y
posterior aplicacion de técnicas de biologia molecular en la medicina ha posibilitado el uso de
pruebas de identificacién genética en los microorganismos, cambiando el panorama anterior y
volviendo los resultados obtenidos cada vez més especificos y fiables; de igual manera, el uso de
herramientas informaticas o pruebas in silico ha facilitado la aplicacion de estas técnicas, asi como
su reduccion de recursos y costos, sin disminuir con ello su fiabilidad. ElI impacto ha sido tan
notable que no solo se han descrito especies nuevas en las ultimas décadas, sino que también se

han identificado las subespecies correspondientes.

Uno de los grupos de bacterias de dificil identificacién son los Actinomicetos, microorganismos

de relativa baja patogenicidad pero que al colonizar un huésped la expresion clinica se vuelve
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severa e incluso fatal; especialmente el género Nocardia. La complejidad para su clasificacion
taxondmica tiene un trasfondo historico conocido, donde al fallar los métodos comunes de
clasificacion fenotipica, se han debido hallar otros rasgos que permitan establecer puntos de corte
para su ordenamiento como en el caso de la susceptibilidad antimicrobiana. Las técnicas
moleculares, de modo esperado, significaron un cambio en la taxonomia de las especies
pertenecientes al género Nocardia, logrando que actualmente se encuentren identificadas y

aceptadas 119 especies.

Es importante sefialar que, si bien el conjunto de pruebas fenotipicas y moleculares son de utilidad
para lograr el conocimiento de las cepas estudiadas, en la actualidad no se han resuelto muchos de
los problemas taxondémicos que envuelven a algunas especies e incluso géneros, tal como sucede
con N. brasiliensis, una de las especies aisladas con mas frecuencia en el actinomicetoma, patologia
cronica, progresiva e incapacitante que constituye un severo problema en naciones cercanas a los

tropicos y, en especial, a las zonas donde los servicios en la vivienda no son adecuados.

Se ha encontrado que N. brasiliensis, primero, posee alta semejanza con N. vulneris y que dentro
de la misma especie es posible hallar variaciones importantes y bien definidas que imposibilitan la
homogenizacion de los perfiles bioquimicos, de susceptibilidad a antibi6ticos e incluso de las
secuencias genéticas en este grupo. Lo anterior ha ampliado la interrogante sobre la taxonomia de
la especie pues se desconoce actualmente si existen subespecies dentro de N. brasiliensis o grupos
definidos por caracteristicas topolégicas, metabdlicas, estructurales o genéticas.

El uso de métodos moleculares que permitan un andlisis detallado en la estructura genémica, capaz
de hallar semejanzas y diferencias entre cepas estudiadas, puede ser un medio para resolver algunas
de estas problematicas taxonémicas. La ribotipificacion y el analisis de fragmentos de restriccion
de longitud polimdrfica (RFLP), in vitro o in silico, en los que se realiza el analisis de los patrones

de las regiones variables de distintos genes, son técnicas que cumplen con este objetivo.

Utilizar métodos moleculares con herramientas informaticas, no sélo para identificar exitosamente
a N. brasiliensis, sino para observar, analizar y agrupar las diferencias presentes en las distintas
cepas pertenecientes a la misma especie, puede llevar a la ampliacion de los conocimientos que se
tienen sobre estos actinomicetos, a la descripcion minuciosa de subespecies 0 genotipos que puedan

explicar su alta variabilidad y a su correcto reporte epidemioldgico.
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Pregunta de investigacion

1. ¢Permitiran las técnicas de restriccion enzimatica in silico detectar variaciones

genéticas en cepas de Nocardia brasiliensis?
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3. Hipotesis
Hipotesis alterna:

1. Las técnicas de restriccion enzimatica in silico permiten detectar variaciones genéticas en

cepas de Nocardia brasiliensis.

Hipotesis nula:

1. Las técnicas de restriccion enzimatica in silico no permiten detectar variaciones genéticas

en cepas de Nocardia brasiliensis.
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4. Objetivos

General:
1. Detectar variaciones genéticas en cepas de Nocardia brasiliensis por medio de técnicas de

restriccion enzimatica in silico.

Especificos:
1. Realizar la ribotipificacion in silico en el gen ARNr16S.
2. Detectar las variaciones genéticas resultantes en las secuencias de ADN.
3. Establecer si las agrupaciones pueden ser definidas como genotipos de Nocardia

brasiliensis.



32

5. Justificacion

El actinomicetoma es un sindrome anatomo-clinico constituido por lesiones cutaneas fistuladas
con drenaje seropurulento e inflamacion cronica superficial o profunda que provoca deformidad de
la zona afectada. Predomina en las regiones tropicales de Africa, Asia y Latinoamérica, siendo que
en éste Ultimo se encuentra con mayor proporcion en México, donde se estima que la prevalencia
de la enfermedad es de 3, 796 casos, aunque es posible que esta cifra se encuentre subestimada al
no contarse con una vigilancia epidemioldgica estrecha. El prondstico de los pacientes con
actinomicetoma suele ser malo para la funcidn, a causa de la limitacion fisica secundaria a la
deformidad de las lesiones al extenderse y malo para la vida cuando las lesiones han logrado

diseminarse a tejido pulmonar o nervioso.

Los agentes causales de la patologia son los actinomicetos de los géneros Nocardia, Streptomyces,
Actinomadura y Rhodococcus; habiéndose evidenciado que Nocardia brasiliensis es la especie

mas comin, causando el 65.58% de los actinomicetomas en México.

Desde la primera descripcion del género Nocardia, en 1888, la identificacion de sus especies ha
sido dificil a causa de su alta semejanza fenotipica, siendo que para 1980 se tenian contempladas
solo 20 especies con base a sus caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y de crecimiento.
Actualmente, con la aplicacion de técnicas de identificacion molecular, se ha aceptado la existencia
de 119 especies, sin embargo, un consenso taxondémico aun esta lejos de establecerse. La misma
ampliacion en el conocimiento de las especies de Nocardia han llevado a identificar la existencia
de variaciones en las caracteristicas clinicas, perfiles bioguimicos y de susceptibilidad a
antibioticos en cepas pertenecientes a la misma especie, dirigiendo la investigacion a la basqueda
de subespecies o0 subgrupos definidos por caracteristicas topoldgicas, metabdlicas, estructurales o
genéticas.

Algunos de los métodos moleculares con uso de sistemas de restriccion como la ribotipificaciéon y
RFLP, identifican la variabilidad de los fragmentos polimérficos de determinados genes,
posibilitando un analisis profundo y detallado del genoma bacteriano que, ademas de definir género
y especie exitosamente, pueden puntualizar en la secuencia genética individual de cada cepa
estudiada. Estas técnicas pueden ser utilizadas por medio de herramientas informaticas, haciendo

asi que el uso de recursos materiales y, por ende, los costos sean reducidos de forma significativa,
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sin que ello signifique una disminucion en la fiabilidad de los resultados, pues la semejanza entre

los datos obtenidos in silico e in vitro es altamente significativa.

De este modo, utilizar las técnicas de ribotipificacion o RFLP in silico en las cepas de Nocardia
brasiliensis aisladas de casos clinicos, puede ser util para detectar las variaciones genéticas de la

especie y, fundamentadas en las mismas, realizar la subclasificacion en genotipos o subespecies.
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6. Material y Métodos

6.1. Disefo de Estudio
Tipo de estudio

Transversal, descriptivo.

Universo

Coleccion de 191 cepas de actinomicetos aisladas de casos clinicos de actinomicetomas en
humanos, donadas por el Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgica (INDRE) y
actualmente resguardadas en el Laboratorio de Microbiologia Médica y Ambiental de la Facultad
de Medicina UAEMex.

Muestra
78 cepas identificadas por medio de secuenciacion del gen ARNr 16s como Nocardia brasiliensis,

aisladas de casos clinicos de actinomicetomas en humanos, donadas por el INDRE.

6.2.  Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion
Criterios de inclusion
Cepas identificadas como Nocardia brasiliensis aisladas de casos clinicos de actinomicetomas en

humanaos.

Criterios de exclusion
Cepas pertenecientes a otras especies distintas de Nocardia brasiliensis, asi como cepas que
pertenezcan a instituciones diferentes al INDRE.

Criterios de eliminacion

Cepas gue no pudieron ser reactivadas exitosamente o que murieron en el transcurso del proyecto.
6.3.  Procedimientos

Todos los procedimientos se realizaron con base en los lineamientos establecidos en el manual de

Protocolos del Laboratorio de Microbiologia Médica y Ambiental de la UAEMex, 2019.
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6.3.1. Coleccion de cepas de Nocardia incluidas en el estudio

Se cuenta con una coleccion de 207 cepas de Nocardia aisladas de casos clinicos de
actinomicetomas en humanos, que fueron recolectadas desde distintas instituciones de salud
publica en américa por el Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgica (INDRE) y donadas
posteriormente al Laboratorio de Microbiologia Médica y Ambiental de la Facultad de Medicina
UAEMex.
La localizacion de las lesiones de actinomicetoma de las que fueron aisladas incluyen miembro
inferior, térax, miembro superior, region dorsal, pulmon, cabeza y cuello.
La coleccion data de 1944 hasta 1999 y algunas de las micotecas de origen son las siguientes:

1) Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgica

2) Hospital General de México

3) Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”

4) Hospital Infantil de México “Dr. Federico Gomez”
6.3.2. Reactivacion de las cepas

Las muestras originales de la coleccion de actinomicetos, donadas por el INDRE, se encontraban
en conservacion dentro de criotubos a temperatura de -20°C y para su reactivacion se realizaron
siembras en los medios de cultivo solidos, como son agar Infusion Cerebro Corazon (BHI) (BD
Bioxon™, numero de catadlogo 214700) y agar dextrosa Sabouraud (BD Bioxon™ numero de
catalogo 210700) con adicién de papa deshidratada al 1%. Las concentraciones para los medios

fueron las siguientes.

Agar dextrosa Sabouraud con papa al 1%

Agar dextrosa Sabouraud 659

Papa deshidratada 10¢g

Agua destilada 1000 ml
Agar BHI

Agar BHI 37¢

Agua destilada 1000 ml
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Para realizar la inoculacion de las cepas, se utiliz6 la técnica de estria cruzada, posteriormente se

incubaron a 37°C durante tres a seis semanas para su crecimiento.

La morfologia de las colonias se observo directamente, inspeccionando el color, forma, textura,
elevacion e hifa aérea caracteristicas de los actinomicetos. Posteriormente, se tomo una muestra de
cada colonia para su tincion con técnica de Gram y su visualizacion al microscopio, donde se buscé
la presencia de células filamentosas ramificadas Gram positivos, ademas de micelios

microsifonados y fragmentados.

6.3.3. Obtencion de biomasa para extraccion de ADN
Las colonias puras fueron posteriormente inoculadas en medio liquido dextrosa Sabouraud (BD
Bioxon™, nimero de catdlogo 222400) e incubadas en agitacion a 37°C por 30 dias. Las

concentraciones necesarias para el medio de cultivo se muestran a continuacion.

Caldo Sabouraud
Caldo Sabouraud 30 mg
Agua destilada 1000 ml

Después del periodo de incubacion, el contenido fue colocado en tubos cénicos estériles que se
centrifugaron a 9,000 rpm durante 5 minutos para la obtencion de biomasa. El sobrenadante fue
desechado posteriormente y la biomasa obtenida fue colocada en tubos para microcentrifuga de 1.5
ml con solucion salina estéril, por medio de micropipeta; los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 5 minutos y, nuevamente, se desecho el sobrenadante. El contenido resultante en los tubos

fue utilizado para la extraccion de ADN.
6.3.4. Extraccion de ADN de las cepas

La extraccion de ADN de las cepas se realiz6 con el Kit Promega Wizard® Genomic, que cuenta

con las siguientes especificaciones:

Preparacion de reactivos
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EDTA 0.05M aforado a 100 ml

EDTA 18.61 ¢

Agua 70 ml

pH 8
Lisozima

Lisozima 20 mg

Agua estéril libre de nucleasas MilliQ 1 ml

RNAsa
RNAsa liofilizada 4 mg

Agua estéril libre de nucleasas MilliQ 1 ml

Protocolo de extraccion:

a > W N oE

10.
11.

Resuspender el pellet de la biomasa con 480 pl de EDTA 0.5 M

Afadir 120 pl (10mg/ml) de lisozima al pellet resuspendido.

Incubar a 31°C durante una hora.

Centrifugar durante dos minutos a 14,000 rpm, remover el sobrenadante.

Adicionar 600 ul de solucion nuclear de lisis del paquete de purificacion de ADN Promega
Wizard® Genomic y mezclar cuidadosamente.

Incubar a 80°C durante 5 minutos, después dejar enfriar a temperatura ambiente.

Afiadir 3 ul de la solucion RNAsa del paquete de purificacion de ADN Promega Wizard®
Genomic y mezclar el tubo por el método de inversidn, tres veces.

Incubar a 37°C durante 1 hora el tubo obtenido y dejar enfriar a temperatura ambiente.
Afadir 200 pl de la solucion de precipitacion de proteinas del paquete de purificacion de
ADN Promega Wizard® Genomic a la solucion que se trabajé con la RNAasa, después
agitar en vortex vigorosamente durante 20 segundos para lograr su mezcla.

Incubar a -20°C durante 5 minutos.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 3 minutos, transferir el sobrenadante al tubo de

microcentrifuga de 1.5 ml estéril con 600 pl de isopropanol afiadido.
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13.
14.

15.
16.
17.
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Mezclar suavemente hasta observar la formacion de hebras de ADN.

Centrifugar la mezcla a 14,000 rpm durante 2 minutos.

Drenar cuidadosamente el tubo de la mezcla en papel absorbente, afiadir 600 ul de etanol
al 70%, invertir el tubo en repetidas ocasiones suavemente para realizar el lavado del pellet
de ADN.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 2 minutos.

Eliminar el etanol con cuidado, dejar secar el tubo durante 10-15 minutos.

Afadir 100 pl de solucion de rehidratacion del paquete de purificacion de ADN Promega

Wizard® Genomic y pasar a incubacién a 4°C en refrigerador.

Una vez que se obtuvo el material genético, éste fue separado en cinco alicuotas con un contenido

de 20 ul cada una y conservadas en congelador a -20°C.

6.3.5.

Visualizacion de ADN por electroforesis

Para determinar la presencia del material genético, asi como su integridad, se realizd una

electroforesis en gel de agarosa bajo las siguientes especificaciones.

) Camara Camara Camara
Reactivos ] .
chica mediana grande
Agarosa 0.25¢ 05049 0.75¢
Buffer TAE 1X 25 ml 50 ml 75 ml
Bromuro de etidio 3ul 5 ul 7ul

La técnica para la preparacion del gel de agarosa y la visualizacion del ADN fue la siguiente.

Preparar un gel de agarosa al 1%

Colocar la agarosa (Conda Pronadisa, numero de catalogo 8100.10) y el buffer TAE 1X
(TAE buffer 1X Invitrogen, nimero de catalogo 24710-030) en un matraz de 200ml.
Agitar suevamente para homogeneizar la mezcla de agarosa y buffer.

Calentar cuidadosamente y mezclar agitando el matraz hasta que se disuelvan los solidos y
la mezcla se observe totalmente transparente.

Afadir el bromuro de etidio (SIGMA, nimero de catdlogo E7637-1G) y homogeneizar la

mezcla
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Verter la agarosa sobre la cdmara de electroforesis del tamafio adecuado.
Dejar solidificar la agarosa.
En un trozo de parafilm, colocar 3 pl de buffer de carga para cada muestra.

Tomar 3 pl de ADN y mezclar con el buffer de carga sobre el parafilm.

© o N o O

Colocar la mezcla en los pozos cuidadosamente.

10. Colocar 5 pl de marcador de peso molecular de 1kb (300-10,000 bp, Trading New
Technologies No. de catdlogo Axygen M-ADN-1Kb).

11. Cerrar la camara de electroforesis y programar a 120 Volts y 300 mA por 40 min.

12. Transferir el gel al fotodocumentador.

13. Finalmente se capturara la imagen y se guardaréa el archivo.
6.3.5 Dilucion del ADN

Las muestras de ADN que manifestaron bandas marcadas en la electroforesis por alta
concentracion de nucleotidos fueron diluidas en agua desionizada libre de nucleasas con relacion
1:10, 1:100 o 1:1000, segun sea el caso.

6.3.6  Amplificacion del gen ARNr 23S por medio de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Previamente a la identificacion con gen ARNr 16S, se realiz6 una amplificacién del ARNr 23S
como prueba de pureza, auxiliando a detectar y descartar contaminacion de las cepas de estudio

con cualquier otra eubacteria.

Para la comprobacién de pureza y para descartar contaminacion con eubacterias, previamente a la
identificacién con el gen ARNr 168, se realiz6 una amplificacion del inserto del gen ARNr 23S,
debido a que, en este procedimiento, la banda generada y observada tiene un tamafio de 250 pb en
el caso de las eubacterias y de 350 pb en el caso de las actinobacterias, siendo una buena

herramienta para la diferenciacion de ambas.

El procedimiento y calculo para las reacciones de PCR del gen ARNr 23S se realiz6 de la siguiente

forma.

1. Adicionar 3ml de ADN (muestra a amplificar) en un tubo para microcentrifuga para PCR
(200ul) y reservar.

2. Preparar la mezcla maestra.
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Colocar la mezcla maestra 10 segundos en el vortex para asegurar su homogeneidad.
Colocar 22l de esta mezcla a cada uno de los tubos con el ADN.

Mezclar en vortex los tubos con ADN y mezcla de PCR durante 10 segundos.

Centrifugar los tubos colocando previamente las camisas para evitar que los tubos de 200ml
se rompan.

Colocar los tubos dentro del termociclador.

Seleccionar el programa correspondiente a 23S, y oprimir el boton de corrida (RUN).

La programacion de los ciclos de PCR para 23S presenta un ciclo de 5 minutos bajo 94°C,
34 ciclos con cambios de 30 segundos bajo 94°C, 20 segundos a 50°C y 40 segundos bajo
72°C, posteriormente son dos ciclos de 7 minutos bajo 72°C y por tiempo indefinido

sometido a enfriamiento en 4°C. Se ilustra en la figura a continuacion.

1 ciclo 34 ciclos 2 ciclos
| | | | | |
4] [+] [+] Li]
94°C 94°C. - ¢ | e D
4G
5 min. 30 seq. 40 seq. 7 min. &
20seq

Figura 3. Programacion para PCR 23S

10.

11.

Visualizar los productos de PCR de 23S en una electroforesis en gel de agarosa al 2%
colocando los 25ul del amplicon, 5ul de buffer de carga y marcador de peso molecular de
100pb (Thermo Scientific, numero de catalogo 15628019). Se correra la electroforesis a
120V, 300mA, 50W, durante 40 minutos.

Para realizar la interpretacion del resultado de la PCR 23S, se toma en cuenta que las
eubacterias generan una banda de 250pb, mientras que la banda de las actinobacterias es de

350pb; asi, se espera que las cepas estudiadas cumplan con este Gltimo criterio.
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Volumen total de reaccion: 25ul

Concentracion final del

Reactivos ) Cantidad de reactivo
reactivo
H.Odd - 14.5u1
Buffer PCR (10x) 1.00 5.00ul
Taq 5U/ml 1.00 0.5ul
Primer (F) 10mM 1.00 1.00ul
Primer (R) 10mM 1.00 1.00ul
ADN 3ul

6.3.7 Amplificacion del gen ARNr 16S

Una vez obtenido el material genético de las cepas de estudio y realizada la prueba de pureza, se
llevo a cabo la identificacion molecular de cada uno de los actinomicetos, para ello se obtuvo la
amplificacion del gen ARNr 16S por medio de PCR, utilizandose los siguientes primers o

cebadores universales (46):
27f: 5>-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
1492r: 5>-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’

Los productos de la PCR fueron visualizados en una electroforesis en gel de agarosa. Las
especificaciones para la preparacion de la PCR y el protocolo de amplificacion utilizando Taq™

ADN polimerasa de Bioline (My taq, Bioline) se mencionan a continuacion.
Caélculo para las reacciones de PCR para amplificacion del gen ARNr 16S

14.7 Wl H20 libre de nucleasas

2.50 Wl Buffer PCR (10x)

2.50 ul -~ Primer (F) 10mM

250 ul - Primer (R) 10mM

0.20 ul  Tag™ ADN polimerasa 5U/ml
3ml ADN
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Preparacion de mezcla maestra

a) Anadir 3 ml del ADN extraido en un tubo de 200ul de microcentrifuga para PCR
y reservar

b) En un tubo de 1.5ml, afadir el H2O libre de nucleasas

c) Descongelar y homogeneizar el buffer de PCR previamente a ser afiadido

d) Descongelar y homogeneizar cada uno de los primers previamente a ser afiadidos

e) Anfadir Tag™ ADN polimerasa (My taq, Bioline)

f) Homogeneizar la mezcla en vortex por 10 segundos

g) Adicionar 22 pl de la mezcla maestra a cada tubo con el ADN

h) Colocar en el vortex los tubos con ADN y mezcla de PCR durante 10 segundos

1) Centrifugar los tubos y precipitar el contenido
Protocolo de amplificacion con PCR

1. Ingresar los tubos con ADN y mezcla de PCR al termociclador MaxyGenll (Axygen®).

2. Seleccionar el programa correspondiente a ARNr 16S, formado por un ciclo de 5 minutos
a 94°C, 30 ciclos con tres estadios de 1 minuto a 94°C, 30 segundos a 59°C y 1 minuto a
72°C, posteriormente ocurre un ciclo de 10 minutos a 72°C y un enfriamiento a 4°C por

tiempo indefinido. El programa se ilustra a continuacion.

1 ciclo 30 ciclos 2 ciclos
| | | | | |
94°C 94°C 72°C | 72°C
5 min 1 min 59°C 1 min | 10 min 4°C
30 seg ©

Figura 4. Programacion para PCR 16S

3. Los productos son observados en una electroforesis en gel de agarosa al 1%, al correrse a
120V, 300mA, 50W durante 30 minutos. El gel se transfiere al foto-documentador y la

imagen es capturada y digitalizada.
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Preparacion de la electroforesis en gel de agarosa al 1% (Conda Pronadisa, nimero de catalogo
8100.10).

200 ml  Buffer TAE 1X (TAE buffer 1X Invitrogen, nimero de catalogo

24710-030)

2ul Amplicon

2ul Buffer de carga

5ul Marcador de peso molecular de 1Kb (Thermo scientific, nimero de
catalogo 5M0311)

Posteriormente, los fragmentos amplificados fueron enviados al servicio de secuenciacion

Macrogen en Maryland, Estados Unidos.
6.3.8 Correccion de las secuencias genéticas obtenidas a partir de ARNr 16S

La correccion de las secuencias fue realizada por medio del programa BioEdit Sequence Alignment
Editor version 7.0.9.0. (47).

6.3.9 ldentificacion molecular de cepas por medio del gen ARNr 16S

Una vez que se obtuvieron las secuencias corregidas, fueron comparadas en busca de porcentajes
de semejanza con cepas tipo halladas en las bases de datos BLAST (48) y EzBioCloud (49),

tomandose como resultado aquellas que poseian un porcentaje igual o mayor al 98%.
6.3.10 RFLP insilico

Para la realizacién de las restricciones enzimaticas in silico, fue utilizada la herramienta virtual de
New England BioLabs® NEBcutter (50), con la cual se probaron las 39 enzimas comerciales

disponibles en la plataforma y, con base en los resultados, se eligieron aquellas a utilizar.

Las enzimas elegidas fueron consideradas segun el nimero y tamafio de cortes, asi como la
superposicion de los sitios de restriccidn en caso de ser mas de una enzima. De este modo, se optd

por utilizar Nspl y Sfcl, cuyas secuencias de reconocimiento se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Enzimas de restriccion Utiles para el gen ARNr 16S en N. brasiliensis

Enzima Secuencia de reconocimiento

Nspl RCATGY

Sfcl CTRYAG

Una vez elegidas las enzimas, se realizo la restriccion in silico de cada una de las secuencias de las
78 cepas de N. brasiliensis obtenidas de casos clinicos, mas 2 cepas tipo obtenidas de GenBank,

asi como 8 cepas de otras especies de Nocardia que fungieron como controles.
6.3.11 Interpretacion de los patrones de restriccion

Cuando todos los patrones de restriccion fueron obtenidos, se agruparon de acuerdo con el nimero
y tamafio de las bandas generadas. Dentro de los criterios usados, se estimo que todas las cepas
integrantes de cada grupo presentaran el mismo nimero de bandas y que la diferencia en el tamafio

de cada uno de los fragmentos no fuese mayor a 14 nucleétidos.

Para realizar una comparacion visual de las cepas pertenecientes a cada grupo, se generaron
electroforesis virtuales, con las cuales se pudo apreciar la semejanza en cuanto a la distribucién de

cada una de las bandas y, al mismo tiempo, las diferencias entre los integrantes de distintos grupos.
6.4 Variables de Estudio
Independientes

Cepas de Nocardia brasiliensis aisladas de casos clinicos.
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Dependientes

Patrones de restriccion de las cepas de Nocardia brasiliensis obtenidos por medio del analisis de

fragmentos de restriccion de longitud polimorfica in silico del gen ARNr 16S.
Intervinientes

Mutaciones en el material genético de las cepas de N. brasiliensis.

Contaminacién de las colonias bacterianas.
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) L L ) Tipo de Escala de Anélisis
Variable Definicion conceptual Definicion operativa ) L .
variable medicion Estadisticos
Bacterias Gram  positivo | Cepas identificadas previamente
pertenecientes a la especie | como  Nocardia brasiliensis,
| . . o . i Tablas  de
Bacterias de la especie | Nocardia brasiliensis, del | aisladas de casos clinicos de o ) o
) o ] _ _ ) Cualitativa Nominal distribucion de
Nocardia brasiliensis género  Nocardia, orden | actinomicetomas en humanos, )
) frecuencias
Actinomycetales y  clase | donadas por el INDRE.
Actinobacteria.
Fragmento de ADN que posee
una secuencia de nucledtidos,
Patrones de restriccion de | con un namero variable de | Fragmentos del gen ARNr 16S
las cepas de Nocardia | nares de bases, reconocida por | perteneciente a las cepas de o) ;
e . ablas e
brasiliensis obtenidos por | yna enzima de restriccién a | Nocardia brasiliensis aisladas de o _ o
Cualitativa Ordinal distribucion de

medio del andlisis de
fragmentos de restriccion
de longitud polimorfica del

gen ARNr 16S in silico.

partir de 4 a 8 pares de bases,
que generard un corte en la
cadena de ADN. Realizado
por medio de programas

bioinformaéticos validados.

casos clinicos, reconocidos por las
enzimas de restriccién Nspl y Sfcl

in silico.

frecuencias
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6.5 Implicaciones Bioéticas

Los procedimientos se realizaron siguiendo los protocolos de seguridad segun el manual del
laboratorio de investigacién en Microbiologia Médica y Ambiental por tratarse de manejo de
microorganismos patdgenos, segln establece la Ley General de Salud en Materia de

Investigacion para la Salud de 2007.

El proyecto de investigacion se realizd segun dictan las metas y objetivos de la linea de
investigacion en Ciencias De La Salud, como lo establece el Reglamento de la Investigacion
Universitaria de la Universidad Autonoma del Estado de México; determinando la creacion,
aplicacion y difusion de conocimientos sobre los problemas de salud y bdsgqueda de las respuestas
que los avances cientificos y tecnologicos abordan, todo dentro del area de la salud en un marco

ético, humanistico y con calidad.

La investigacion se llevo a cabo de acuerdo con las directrices éticas del Comité de Etica de la
Investigacion de la UAEMex, que decretan que el disefio del estudio debe realizarse con
metodologia minuciosa y uso correcto de técnicas necesarias para su aplicacién, utilizando
herramientas de analisis fehacientes, exponiendo siempre resultados honestos, creibles y
reproducibles. Se deben respetar, en todo momento, los preceptos de beneficencia y no
maleficencia, con el objetivo de beneficiar la salud y la vida del ser humano, aclarando los
posibles riesgos a los que se esta expuesto en el desarrollo de la investigacion, asi como sus

resoluciones.

El protocolo de investigacion, ademas, fue sometido a la evaluacion del Comité de Etica de la

Investigacion de la UAEMex.

6.6 Recoleccion de datos

6.6.1 Identificacién molecular de cepas de N. brasiliensis

Una vez obtenidas las secuencias corregidas de los genes ARNr 16S de las cepas de estudio, éstas
fueron procesadas por medio de las herramientas de las bases de datos de BLAST (48) y
EzBioCloud (49), las cuales muestran los porcentajes de similitud y de cobertura con las cepas

tipo y otras secuencias aprobadas en las mismas plataformas en linea.

Por este medio, los datos fueron recopilados en software de hojas de calculo, donde se genero el

concentrado de informacion correspondiente.
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6.6.2 Obtencion de los patrones de restriccion de cepas de N. brasiliensis

Se hizo uso de la herramienta virtual de New England BioLabs® NEBcutter (50), la cual
posibilita la restriccion enzimética in silico de las secuencias de nucleétidos ingresadas,
generando asi un patron de sitios de corte y longitud de bandas, asi como un modelo virtual

individual de electroforesis.

Los datos correspondientes a la longitud y nimero de cortes de cada una de las cepas fueron

registrados en software de hojas de célculo, generando la base de datos correspondiente.

6.7 Analisis Estadisticos

Para la interpretacion de la identificacién molecular de las cepas de N. brasiliensis, se realizaron
tablas de frecuencias de los resultados obtenidos en las bases de datos de BLAST (48) y
EzBioCloud (49), incluyendo el porcentaje de similitud y el porcentaje de cobertura

proporcionados por estas herramientas.

Para la interpretacion de los patrones de restriccion de las cepas de N. brasiliensis, se realizaron
tablas de frecuencias de los resultados obtenidos en la herramienta virtual de New England
BioLabs® NEBcutter (50), incluyendo el nimero y longitud de fragmentos generados por accién
de las enzimas de restriccion Nspl y Sfcl en el gen ARNr 16s de las cepas.
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8.2.

Resumen del articulo

The Journal of General and Applied Microbiology

Summary

Nocardia Dbrasiliensis 1s the most important causal agent of actinomycetoma. In Mexico, 1 1s
responsible for up to 78.2% of cases. Taxonomic problems have been reported when
identifying the species, so this study aimed to detect 16S tRNA gene variations in N.
Drasiliensis strains using an in silico enzymatic restriction technique. The study included
strains from clinical cases of actinomycetoma, isolated from humans and previously
identified as N. brasiliensis by traditional methods. The strains were characterized
microscopically and macroscopically, then subjected to DNA extraction and amplification of
the 16S rRNA gene by PCR. The amplification products were sequenced, and consensus
sequences were constructed and used for genetic identification and in silico restriction
enzyme analysis with the New England BioLabs® NEBcutter program. All study strains
were molecularly identified as Nocardia brasiliensis: however, in silico restriction analysis
detected diversity in the restriction patterns that were finally grouped into 7 ribotypes. This
finding suggests the existence of subgroups within N. brasiliensis. The results obtained

support the need to consider that Nocardia brasiliensis is a species complex.
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