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RESUMEN
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En algunas enfermedades bacterianas, como la causada por
Mycobacteriumn tuberculosis, se ha observado que en los filtradas de
cultivo de este organismo se encuentran proteinas que estimulan
fuertemente la respuesta inmune celular y humoral. Estos hallazgos han
sido de gran ayuda para su diagndstico temprano. En Nocardia
brasifiensis ha sido dificil determinar los antigenos inmunodominantes
exportados al medio de cultivo, debido en parte a la escasa cantidad de
antigeno proteico excretado obtenido en estudios previos. (15). En los
actinomicetomas por Nocardia brasiliensis es necesario contar con una
intradermoreaccion que nos ayude a confirmar el diagnéstico de la
enfermedad y el agente etiolégico mediante el uso de antigenos
apropiados. E! objetivo del presente estudio fue identificar los
antigenos inmunodominantes extracelulares en el filtrado de cultivo de
Nocardia brasiliensis que inducen una respuesta inmune celular en
cobayos previamente sensibilizados con N. brasiliensis, e identificar
aquelios que reaccionan con sueros de pacientes con actinomicetomas
por N. brasiliensis. Utilizamos 9 cepas de esta bacteria que se
cultivaron en el medio RPM! 1640. El filtrado de cultivo obtenido se
dializ6 y se concentrdé mediante liofilizacion; a la muestra de antigenos
se le realizé electroforesis en un gel analitico de poliacrilamida al 12%
en condiciones desnaturalizantes. Para identificar las proteinas
inmunodominantes se realizaron ensayos de Western Blot, utilizando
sueros de pacientes con micetoma por N. brasiliensis y como control
sueros de individuos sanos.

El antigeno completo (25, 50 y 75 ug) de filtrado de cultivo fue
evaluado, mediante intradermoreacciones en cobayos hembras de 9
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semanas, l0s cobayos fueron sensibilizados cuatro semanas antes via
intradérmica con 100 pg de una emulsiéon de adyuvante incompleto de
Freund y de 40 mg de fragmentos de colonias preparadas de
N.brasiliensis. En otro ensayo con técnica similar se repitié el
procedimiento pero con la variacion de usar el antigeno crudo
fragmentado en 12 fracciones de acuerdo a su peso molecular. Al
grupo controf se le inyectd solucion salina. Las intradermoreacciones se
evaluaren a las 48 y 72hrs.

Contribuciones y conclusiones: Se demostrd por electraforesis la
presencia de abundantes proteinas de N. brasiliensis en el filtrado de
cultivo y se determin® con sueros de pacientes con aclinamicetoma, la
inmunogenicidad de 4 proteinas de N. brasiliensfs de pesos relativos
de 60-, 48-, 28- y 26- kDa.

Se demostré mediante intradermoreacciones en ef cobayo previamente
sensibilizado una reactividad positiva con el antigeno de N. brasifiensis
del filtrado de cultivo completo y de sus fracciones.

Esta metodologia nos permitira en el futuro determinar que antigenos
que inducen una respuesta inmune celular en cobayos previamente
sensibilizados y también en pacientes infectados.

L

Dr. med. Oliverio Welsh Lozano

feoneraL DG

Dr. Sc. Lucio Vera Cabrera  Dr. S¢. Mario C.}Qah‘nas Carmona
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1.-INTRODUCCION

1.1 Generalidades

El micetoma actinomicético es una enfermedad infecciosa localizada
que afecta la piel, el tejido celular subcutaneo, los huesos, y érganos
adyacentes. Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de una
firme tumefaccion en el sitio afectado, nédulos y abscesos que drenan
pus que contiene granos o granulos del agente etioldgico (3, 4, 5,6).

El micetoma afecta mas cominmente a individuos de areas rurales en
paises en desarrollo, pero puede observarse en la poblacién en
general. Los pacientes con esta infeccion generalmente fienen una
historia de un traumatismo previo en el sitio de [a infeccion. Los
miembros inferiores son la region mas frecuentemente afectada y el
mayor numero de casos se localiza en el pie; ofros sitios donde se
observa esta enfermedad son el tronco, las extremidades superiores,
la cara y €l cuello. La mayoria de los reportes de actinomicetoma son
en paises subtropicales (3, 4, 5, 6, 26, 29, 31).

E! micetoma fue descrito por primera vez por Gill en el distrito de
Madura en India en 1842, llamandolo pie de Madura. Carter en 1860
denominé a este padecimiento como “micetoma” que literalmente
significa tumor causado por hongos (3). Posteriormente, en 1913, Pinoy
sub-dividio al micetoma en 2 grupos: los causados por bacterias
aerodbicas (actinomicetomas) y los causados por hongos verdaderos

(eumicetomas) (38).



En México alrededor del 98% de los casos son causados por
actinomicetos (bacterias aerobias filamentosas), y solo el 2% restante
son producidos por hongos. Nocardia brasiliensis es el agente causal
del 86% de los casos y Actinomadura madurae del 8% restante (26).
El género Nocardia incluye organismos patégenos intracelulares
facultativos que infectan tanto a individuos normales, como a sujetos
inmunocomprometidos (4, 11, 12,40).

El actinomicetoma es producido por wmicroorganismos que
normalmente habitan en el suelo y viven como saprofitos. La infeccion
se induce por la inoculacion del agente infectante por un traumatismo
en la piel con espinas de acacias o astillas de madera y otras heridas
infectadas por estos microorganismos. Clinicamente la enfermedad
comienza con la presencia de pequefos nédulos, indurades y firmes los
cuales pueden persistir y evolucionar a una gran tumoracion de
consistencia firme (5, 8, 26, 29, 53,54).

El micetoma es endémico alrededor del tropico de Cancer, a 15° al sur
y 30° al norte del ecuador, afecta regiones tropicales y subtropicales.
Paises como Méxica, Venezuela, Sudan, India, Pakistan, Senegal y
Somalia tienen {a incidencia mas alta de esta enfermedad (26). En
México, la incidencia es aproximadamente de 70 casos por afo. En
Estados Unidos, Asia y otros paises de Ameérica Latina se observa una
menor frecuencia. En general el micetoma predomina en hombres en
una proporcion de 3:1 con respecto a las mujeres (26).

Hasta el momento, no se han dilucidado completamente los factores



inmunoldgicos del hospedero que influyen en el desarrollo de una
infeccion tipo micetoma por N. brasiliensis y de los cuales depende la
instalacién de la infeccion por Nocardia. La virulencia de Nocardia
parece depender de la capacidad para evadir y modular la respuesta
inmune del huésped y el desarrollo de una respuesta inmune celular
adecuada o no del hospedero (8,9). Se ha demostrado que aunque se
estimula la inmunidad humoral, la respuesta inmune celular parece
desempeniar el papel mas importante en la resistencia a la infeccion (8,
30).

El diagnéstico de micetoma se realiza en base al cuadro clinico y se
confirma con el cultivo microbiologico, el cual tarda de 2 a 3 semanas
(4,5,11,40, 52, 54).

El inmunodiagnoéstico de pacientes con infeccion por Nocardia debe
permitir un reconocimiento mas temprano y mas rapido de la
enfermedad, lo cual puede mejorar el manejo meédico de la enfermedad.
Para ello se han desarrollado algunos ensayos inmunoldgicos que
detectan anticuerpos contra agentes causales de micetoma, ya sea
utiizando filtrados de cultivo, antigenos citoplasmicos, o diversos
antigenos de los actinomicetos (15, 19, 23, 24, 25, 27, 39, 41, 45, 48,
46), En el caso de Nocardia brasiliensis, Salinas y cols, observaron
que la respuesta inmune humoral esta dirigida contra tres proteinas de
24-, 26- y 61-kDa de un extracto celular de este microorganismo (46).
Posteriormente estas proteinas fueron aisladas y purificadas por Vera-

Cabrera y cols (49). Las proteinas de 24- y 26-kDa han sido utilizadas



para desarrollar una prueba de ELISA que detecta anticuerpos en
pacientes infectados con N. brasiliensis y se ha observado una
correlacion entre los titulos de anticuerpos y la condicion clinica de los
pacientes. En individuos con enfermedad activa los titulos de
anticuerpos se encontraron elevados y en los curados los niveles de
anticuerpos eran muy bajos o no se observaban (47).

En la actuaiidad no contamos con una prueba que mida la respuesta
inmune celular que nos permita coadyuvar en el diagnéstico, pues las
que han sido probadas en diferentes investigaciones en las ultimas
décadas han presentado reactividad cruzada con pacientes infectados

con otras bacterias como M. tuberculosis y M. leprae ( 8, 9).

La respuesta inmune celular en infecciones por Nocardia, ha sido
estudiada por diversos autores. Drake y Henrici en 1943 en una
investigacion con conejos adultos y cobayos previamente sensibilizados
con suspensiones oleosas de N. asteroides inyectadas
intratesticularmente, obtuvieron intradermoreacciones positivas con el
extracto crudo de N. brasiliensis no calentada a las 24-48 hrs., de
18mm de didmetro, observandose el maximo de la reaccion en el
segundo dia post-inyeccion. Los animales controles no dieron
intradermoreacciones positivas. La hipersensibilidad retardada cutanea
en animales previamente inmunizados con N. asteroides fue

especifica y no presentd reacciones cruzadas con la tuberculina (25).



En el estudio de Almeida y Lacaz emplearon antigenos para
pruebas cutaneas en el diagnostico de micetoma, sus resultados fueron
negativos empleando un filirado de cultivo de N, brasifiensis en
pacientes con micetoma causado por este actinomiceto. En 1945
Lacaz preparo un filtrado de culiivo con ta combinacion de 26 especies
de N. brasiliensis y debido a la pobre respuesta cutanea, descartd el
estudio come un procedimiento Util en el diagnéstico de micetoma (16).

Gonzalez-Ochoa y Baranda en 1953 lograron obtener un antigeno
polisacarido (L-2) con el que obtuvieron una reaccion cutanea negativa
en infecciones experimentales en conejos y ratones y fue positivaen
pacientes con actinomicetoma causados por N. brasiliensis
observandose gue |a intradermoreaccién era positiva, solamente en los
pacientes con actinomicetoma y negativa en individuos normales y
pacientes con diversas infecciones micoticas. Es interesante hacer
notar que el eritema e induracion de las intradermoreacciones se
minimizaba y/o desaparecia al segundo dia de Ja intradermoreaccién
(16).

En el estudio de Bojalil y Magnusson en 1963 sobre [a respuesta de
la reaccion cutdnea a mezclas antigénicas conteniendo proteinas
desnaturalizadas por calor, obtenidas de precipitados d e filtrados de
cultivo de N. brasiliensis obienidas de pacientes con actinomicetomas
causados por esta bacteria, demostraron reactividad cuténea de la
dilucion del precipitado obtenido, al cual llamaron “sensitina”, los

autores reportaron positividad a la intradermoreaccion en 14 pacientes



con actinomicetoma causados por N. brasiliensis Yy nhegativo en un
paciente con infeccion causado por Acfinomyces bovis y otro con un
actinomicetoma causado por Actinomadurae madurae, también fue
negativo en individuos PPD positivos. En este estudio los autores no
lograron definir el tipe de compuestos y o mezclas, desconociéndose si
estos precipitados podrian inducir una respuesta antigénica en animales
de experimentacion (10). Bojalil en un estudio posterior report6 que la
revision de los resuitados reportados en la literatura médica sobre
reacciones cutaneas en infecciones por Nocardia no eran consistentes
y se avocaron a realizar estudios con extractos citoplasmaticos (36).

En 1972, Ortiz-Ortiz y cols. (35) estudiaron la induccion de
hipersensibilidad tardia en cobayos inyectados subcutaneamente cada
semana durante 3 semanas (con 1 mg de N. asteroides vivas ¢ de N.
brasiliensis emulsificada con adyuvante incompleto de Freund) y 21
dias después se evalué la hipersensibifidad retardada mediante
intradermoreacciones  con exiractos citopladsmicos de Nocardia que
contenian proteinas, carbohidratos y acidos nucieicos. lLos autores
observaron que habia diferencia entre los animales sensibilizados con
N. asteroides y N. brasifiensis, los animales inyectados con el extracto
celular homologo desarrollaron una mayor reaccion cutanea. En el
mismo estudio se pudo apreciar una reaccion positiva a estos
antigenos en animales previamente sensibilizados con BCG, por lo que
se considerd que el antigenc indujo una reaccion cruzada, y (o mismo

sucedié al probar estos antigenos en pacientes con infecciones



causados por Nocardia, M. leprae y en individuos positivos al PPD en
los cuales también se produjeron reacciones cruzadas (36). Estos
mismaos autores también observaron que una proteina ribosomal
obtenida de N. asteroides y N. brasiliensis era capaz de inducir una
respuesta de hipersensibilidad tardia positiva en animales (cobaycs)
previamente sensibilizados con estas bacterias (37). Sin embargo, hay
otro reporte en donde esta variedad de antigenos presentaron una
reaccion cruzada con antigenos ribosomales de Mycobacterium y
Coryinebacterium (25).

Mahgoub y colaboradores (1977) estudiaron el estado inmunoldgico
de los pacientes con micetoma, mostrando alguna evidencia de
inmunidad celular deprimida en estos pacientes. Sin embargo Bendl y
colaboradores, no encontraron alteraciones inmunolégicas en 15
pacientes (30). Vera y cols. demostraron que en micetomas
experimentales por N. brasifiensis en ratas normales Lewis y en ratas
atimicas rnu/rnu, las ratas Lewis desarrollaron micetoma con granulos,
pero las ratas atimicas murieron y la necropsia mostro la diseminacion
de la infeccién. (50) El uso de las reacciones cutaneas es un metodo
simple y ampliamente utilizado para poner de manifiesto la
hipersensibilidad tardia. Su uso clinico en infecciones por Nocardia ha
sido probado con fines diagndsticos frecuentemente con resultados
variables referentes a especificidad y sensibilidad. Las investigaciones
realizadas hasta el momento, sugieren que la inmunidad celular es la

realmente efectiva en contra de ia infeccion (8).



En la infeccion por N. brasiliensis en humanos se producen
anticuerpos contra las proteinas de un extracto celular de este
microorganismo de 61, 26 y 24 kDa. (46,47). Sin embargo se
desconocen los antigenos especificos que induzcan un estado de
resistencia y/o inmunidad celular. En otros actinomicetos aerdbicos
patégenos para el humano, como en Mycobacterium tuberculosis se
han descrito proteinas de secrecion tales coma la ESAT-6 o el complejo
antigeno 85 que inducen una excelente respuesta inmune celular (7).

M. tuberculosis esta filogenéticamente reiacionada con Nocardia y
existe la posibilidad de que antigenos de filtrado de cultivo de esta
bacteria pudieran estimular la respuesta inmune tardia del hospedero.

El objetivo de la presente tesis es inducir la produccion de proteinas
al medio y determinar las proteinas de filirado de cultivo que
reaccionan con los sueros de pacientes infectados con N. brasiliensis e
identificar los antigenos especificos en el filtrado de cuitivo de Nocardia
brasifiensis que inducen una respuesta de hipersensibilidad r etardada

en el cobayo.



HIPOTESIS

N. brasiliensis produce antigenos de exportacion al medio de cultivo

que reaccionan con el sistema inmune humoral y celular de! hospedero.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar los antigenos inmunodominantes en el filtrado de cultivo de

Nocardia brasiliensis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener las proteinas del filirado de cultivo de Nocardia brasiliensis.

2. ldentificar por Western blot las proteinas de filtrado de cultivo que

reaccionan con |los anticuerpos presentes en los sueros de pacientes

con actinomicetoma por N. brasifiensis.

3. Determinar las fracciones proteicas secretadas al medio de cultivo

que producen una respuesta de hipersensibilidad tardia en cobayos

previamente sensibilizados por Nocardia brasiliensis.
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2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- MATERIAL BIOLOGICO

2.2. MICROORGANISMOS

Para la obtencion del antigeno de filtrado de cultivo utilizamos cepas
obtenidas de lJa coleccion del Laboratorio Interdisciplinario de
Dermatologia aisladas de pacientes vistos en el Hospital Universitario
de la U.A.N.L. Estas cepas fueron aisladas de pacientes con micetoma
causado por N. brasiliensis y se canservaron en leche descremada a
-70°C. Al momento de usarlas se resembraron en agar Sabouraud. Se
utilizaron 9 cepas de N. brasiliensis con la finalidad de determinar en
cual de ellas encontrdbamos diferente patrén de produccion de
proteinas. Enire estas se incluyeron dos de coleccion N. brasiliensis

HUJEG-1 y N. brasifiensis NCTC 10300 Ver tabla 1.

2.3 ANIMALES DE LABORATORIO

Se utilizaron cobayos (Cavia porceilus) hembras de la cepa Hartley,
de 9 semanas de edad, obtenidos del Bioterio de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Seleccionamos esta variedad de

animales porque en ellos se han realizado ensayos por diversos autores
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de hipersensibilidad tardia. Los animales durante nuestro estudio fueron
cuidados en el Centro de Investigacion Biomédicas del Noreste (IMSS)

por el Dr. Gerardo Lozano G. (33).

2.4- OBTENCION DE SUEROS

De cada uno de los pacientes, sanos y con la enfermedad se
obtuvieron & ml de sangre, la cual fue centrifugada para obtener el
suero, las muestras se colocaron en crioviales de 1ml cada uno y se
congefaron a -70°C. Se obtuvieron sueros de pacientes con diagnodstico
de actinomicetoma causados por N. brasiliensis. Excluimos los sueros
de aquellos pacientes en los cuales no se pudo confirmar el diagnostico
de actinomicetoma por cultivo, asi como aquellos pacientes en

tratamiento y pacientes curados.

2.5. - SUEROS DE SUJETOS SANQOS

Como contral se utilizaron sueros de sujetos sanos en los ensayos

de Western Blot.

2.6 AISLAMIENTO PRIMARIO E IDENTIFICACION DE LA CEPA DE

Nocardia brasiliensis

Para confirmar el diagnostico de micetoma por N. brasiliensis, se
realizd el cultivo de fa secrecién de las lesiones de los pacientes

incluidos en el estudio. Se practicd el cultiva en medio de Sabouraud,
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de la secrecion de las lesiones de los pacientes incluidos en el estudio.
Las colonias se desarrollaron en un periodo de entre 15 y 21 dias, y la
especie fue identificada mediante pruebas bioquimicas de hidrolisis de

la caseina, hipoxantina, xantina y tirosina (11,40).

2.7.- OBTENCION DE LOS ANTIGENOS DE FILTRADO DE CULTIVO

DE N. brasiliensis

2.7.1 MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo utilizado para obtener los antigenos excretados
fue el RPMI 1640 el cual es un medio constituido por aminodcidos,
vitaminas, sales inorganicas ampliamente utilizado para cultivo de
lineas celulares,

Para preparar el medio de cultivo colocamos en una matraz
Erlenmeyer, 10.4g del polve RPMI 1640 (Sigma) y 1000mi de agua
bidestilada, o disolvimos mediante agitacion con una v arilla de vidrio
estéril y ajustamos el pH hasta 7 (medidor de pH. Orion Mod. 330). El
colorante (rojo fenol) del medio de cultivo fue eliminado, por medio del
filtrado en papel filtro estérii con carbon activado para evitar

interferencia en el procesamiento posterior de las proteinas.
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2.7.2.- PREPARACION DE LOS ANTIGENOS DE FILTRADO DE

CULTIVO

A partir de los cultivos en agar Sabouraud se tomé un fragmento de
cada colonia, se coloc6é en un tubo de ensayo de 12 x 75 mm
conteniendo 0.5ml de solucion salina y se triturd con un homogenizador,
para preparar una suspension. Elindculo de cada cepa se vacié en un
matraz conteniendo 50 ml de RPMI 1640 esterilizado por filtracion y se
incubd a 37°C en agitacion a 9,000 rpm durante 7 dias y otros durante 6
semanas. La racionalidad para el empleo de diferentes tiempos en el
cultivo de Nocardia es debido a que se ha reportado que en M.
tuberculosis los patrones electroforéticos del filtrade de cultivo en
periodos largos de incubacién (mas de 1 mes), y de corta duraciéon (6
dias) son diferentes. Debido a que Nocardia esta filogenéticamente
relacionada con M. fuberculosis decidimos probar ambos p eriodos de
incubacion para la obtencién de antigenos exportados al medio de
cultivo para observar si existia diferencia s ignificativa en el patrén de
produccidén de proteinas. Al término de la incubacion, se fiitré a un
matraz esteril la masa bacteriana, utilizando embudos de vidrio de
cuello largo con papel filtro estéril, se centrifugd y posteriormente los
sobrenadantes se filtraron con un acrodisco (Millipore) de 0.2 micras y

se distribuyeron en crioviales de 1.5 ml procediéndose a congelarlos a
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-20°C para su posterior liofilizacion. La cantidad de proteinas se
determiné por el método de Bradford utilizando como estandar albumina

sérica bovina.

2.7.3 LIOFILIZACION DE LOS ANTIGENOS DE FILTRADO DE

CULTIVO (AFC)

Los viales con el antigeno de filtrado de cultivo de N. brasiliensis se
congelaron en hielo seco y alcohol metilica y se liofilizaron
(Liofilizadora LABCONCO Freeze Dry/Shell Freeze System) durante
24 hrs.

El liofilizado de cada cepa se reconstituyé en un volumen de 2ml
de agua bidestilada estéril y se dializd en una membrana de ceiulosa
(Spectrapor, limite de corte 12,000-14,000) contra agua bi-destilada fria
por 24 hrs. Una vez que se obtuvo el AFC dializado, se volvié a

liofilizar. Gbteniéndose mediante este proceso el AFC de cada cepa.

2.8.- ANALISIS DE LOS AFC MEDIANTE ELECTROFORESIS EN
GEL DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES

DESNATURALIZANTES

Para el estudio de los componentes proteicos de las diferentes
cepas de N, brasiliensis, se realizd electroforesis de proteinas, en geles

de corrimiento al 12%, como gel de empaquetamiento o concentrador
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se utilizé un gel de poliacrilamida al 4% (ver apéndice A). El gel se
monté en el sistema de electroforesis Mini-Protean i (BioRad), y se
aplicé el amortiguador de corrimiento (Tris-HCL 125 mM, glicina
192mM, SDS al 0.1% p/v) en la camara de corrimiento.

Se vertio el contenido de cada uno de los viales liofilizados en tubos
Eppendort, y se les agrego 40 pl de buffer de muestra 4X (Tris-HCI 125
mM pH 6.8, SDS 10% p/v, 2-Mercaptoetanol 10%, sacarosa al 50% plv,
con azul de bromofenol como indicador del frente de corrida); y se
sometieron a ebullicion durante 2 minutos (para desnaturalizar las
proteinas) y se centrifugaron. De cada alicuota se tomaron 10 pl con
una pipeta automatica (Eppendorf) para colocarlos en cada carril del gel
de poliacrilamida -SDS al 12%. La electroforesis se realizd a un voltaje
constante de 90 v, hasta que el gel de empaquetamiento alcanzo6 el gel
de corrimiento y después se aumento el voltaje a 150 V hasta que el

azul de bromofenol alcanzo |a parte inferior del gel de corrimiento.

2.9- TINCION CON COOMASSIE

Una vez terminada la eleciroforesis, el gel que se encontraba en la
mini camara, se saco y se colocO en un recipiente conteniendo azul de
Coomasste (azul de Coomassie R-250 0.1% p/v en solucién
destefiidora: metanol 40% viw y acido acético 10% v/v en agua
destilada) por 30 minutos. El gel se destifio con solucion destenidora

por 1-3 horas.
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2.10,- TINCION CON NITRATO DE PLATA

El gel recién corrido se sumergid en solucion fijadora (metanol 50%
vliv y acido acético 12% v/v en agua destilada) por 20 minutos,
después se realizaron 3 lavados con solucion de lavado por 10 minufos
c/u (etanol 10% v/v y acido acético 5% v/v en agua destilada) para
eliminar el SDS. En seguida el gel se colocd en soluciéon oxidante
(dicromato de potasio 3.4 mM, acido nitrico 3.22 mM) por 5 minuios en
agitacion, para posteriormente realizar 3 lavados con agua destilada (10
minutos cada lavado). Posteriormente se agregé el Nitrato de Plata
0.509 g en 250mi de agua bidestilada por 5 minutos expuesto a tuz
intensa. Posterior a esto se continuo la aplicacién de la solucién
reveladora, Carbonato de Sodio, Na; CO; 0.28M (2.965 g- por cada 100
ml de agua) y formaldehido 0.05% v/v, 50uf para cada 100 ml de agua,
el gel se sumergio en la solucién hasta observar la coloracién, se
agrego una pequena cantidad de acido acetico para detener la

reaccion (32).

2.11.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Los geles se equilibraron en buffer de transferencia (48 mM de tiis,
39 mM de glicina, 20% de metanol, a un PH de 9.2) por 30 minutcs y se

colocaron en el aparato de transferencia (Trans-blot semi-dry, BioRad
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Laboratories), con un amperaje de 300 mA por 20 minutos. Después
de la transferencia la membrana se lavo con buffer TBS por 5 minutos y
se incubd con soluciéon blogueadora (gelatina al 3% en TBS) a 37°C
durante una hora, posteriormente, se realizaron 3 lavados a la
membrana de 10 minutos cada uno con TBS. Cada membrana se
incub6é con el suero de los pacientes con micetoma diluido 1:25 en
gelatina al 1.5% en TBS con tween 20 1:1000, y se dej6 hasta el dia
siguiente a temperatura ambiente. La membrana se volvioé a lavar en 3
ocasiones con gelatina al 0.3% en TBS con tween 20 1:1000 por 30
minutos cada favado. Se agrego6 el conjugado (anti-igG humano-
Fosfatasa Alcalina) diluido 1:10,000 en solucién de gelatina al 1.5% en
TBS con tween 1:1000, y se incubd una hera a temperatura ambiente.
Serealizaron 3 lavados durante 5 minutos cada uno con solucién de
lavado, y posteriormente se realizé un lavado con buffer de fosfatasa
alcalina, y se procedi6 a revelar afiadiendo 10 mis. de buffer y100 plde
NBT (nitroblue de tetrazolio). Posteriormente se agrego 100 pl de BCIP
y se espero a que aparecieran las bandas.

Una vez obtenidos los resultados en el Western Blot, nuevamente se
realizaron cultivos de una sola cepa de Nocardia brasiliensis y se
cultivaron grandes cantidades para obtener mayor cantidad del AFC.
Utilizamos el metodo de Bradford para conocer la cantidad de proteinas

que obtuvimos en cada cultivo.
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2.12.-CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE PROTEINAS

1. El procedimiento de cuantificacién espectrofotométrica de proteinas,
esta basado en el método disehado por Bradford (1976).

2. Se prepara una solucién estandar de albumina, conteniendo 10 mg
disueltos en 10 ml de NaCl 0.15 M. La concentracion de albamina en -
la solucién se comprueba con un analisis espectrofotométrico a 278
nm, en el espectro UV; la absorbancia a esta longitud de onda, debe
ser de 0.66, si este dato no se obtiene es necesario ajustar la
concentracion.

3. Las soluciones conteniendo de 10 a 100 pg de estandar de albumina,
se pipetean en tubos de 12 x 100 mm y en un volumen de 0.1 ml. El
volumen en el tubo de prueba también se ajusta a 0.1 mi con solucién
de NaCl 0.15 M.

4. Se le agregan 5 ml de reactivo, el cual se prepara de la siguiente
forma: se disuelven 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 en
50 mi de etanof al 95%. A esta solucion se le agregan 100 ml de &cido
fosforico al 85% (p/v), la solucion resultante se diluye a un volumen
final de 1 litro.

5. Se fraza una grafica patron de proteinas: cantidad de albimina (eje de
las abscisas) contra absorbancia obtenida & una longitud de onda de
595 nm (eje de las ordenadas).

6. La solucién problema se diluye con NaCl 0.15 M. Se pipetea en cada

tubo un volumen de 0.1 ml de la solucion problema en tubos de
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12 x 100 mm, se le agregan 5 ml de reactivo y se lee a una longitud de
onda de 595 nm. Se prepara un blanco que contenga 0.1 ml de NaCl
0.15 M més 5 ml de reactivo.

. La absorbancia resultante del problema se interpola a la curva patrén
y se extrapola de esta al eje de las X para conocer |a cantidad de

proteina contenida en la muestra (13).

2.13.- FRACCIONAMIENTO DEL ANTIGENO CRUDO

Para obtener fracciones del antigeno crudo de filtrado de cultivo, se
realizo un gel de poliacrilamida de corrimiento al 15% con un gel
de empaquetamiento del 4% utilizandose para su corrimiento la camara
para electroforesis para geles de 20 X 16 cm. Protean I xi celi. BIO-
RAD, utilizando un peine grande donde se aplicd el equivalente de 10
mgs. de AFC de N. brasiliensis de la cepa HUJEG-1 reconstituido con
700 pl de agua bidestilada y buffer de muestra 4X. Para guiarnos en el
corte de las bandas se aplicaron 20 W de proteinas pre-tenidas
(BenchMark Prestained Protein Ladder de Gibco) en las orillas del gel.
En esta ocasidn, dada [a alta concentracién de proteinas que
incrementa la temperatura del buffer y del gel, se utilizé un sistema de
enfriamiento. Una vez terminado el corrimiento se procedid a
fragmentar el gel en bandas basandonos en los pesos molecuiares de

los marcadores pretefidos, Yy los fragmentos de gel se guardaron a —
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70°C, para posteriormente realizar electroelucion de cada una de las
fracciones (21). Después se realizd la cuantificacion de las proteinas

de cada una de las fracciones utilizando el método de Bradford.

2.14.- ELECTROELUCION

La electroelucion se ltevo a cabo siguiendo el protocolo desarroliado
por Isco Electroeluter (49). En resumen, cada fragmento de gel se
colocd en una camara ISCO (Lincoln, Nebr.} usando como buffer de
electroelucion 384 mM —Tris 250 mM y para el interior de la camara el
mismo buffer diluido 1:10. Para la dialisis contra PBS se utilizd una
membrana de dialisis con un limite de corte de 12,000 a 14,000 Da
(Sigma). La electroelucion se realizé a 150 V por 2 hrs. y las proteinas
fueron recuperadas de la camara catddica.

La cantidad de proteina se determiné por el método de Bradford y la
calidad de las mismas mediante SDS-PAGE en un sistema de minigel

en condiciones iguales a las antes mencionadas (13,55).

2.15.- SENSIBILIZACION DE LOS ANIMALES

Se utilizaron cobayos hembra de aproximadamente 120 g de peso
de la cepa Hartley, los cuales fueron donados por el Dr. Enrique Pinzén
(UNAM). Los animales se inocularon con 100 ul de una emulsién con

adyuvante incompleto de Freund de 40 mg de fragmentos de colonias
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preparados con la siguiente técnica: se cultive N. brasiliensis cepa
HUJEG-1en BH! por 3 dias a 37 °C, se cosecharon por centrifugacion y
se molieron en una licuadora por 2 min., se centrifugaron a 100 g por 5
min., se retiro el sobrenadante y el sedimento se lavo 2 veces con
solucién salina y el sedimento se centrifugd a 3500 rpm por 20 minutos
se peso Yy se ajusto a la cantidad antes mencionada. El primer grupo
se sensibilizé con N. brasiliensis via subcutanea, el segundo grupo se
sensibilizd con solucidon salina, 6 semanas después se realizaron
pruebas cutaneas utilizando como antigeno 1 pygdecadaunadelas
fracciones abtenidas y en otros de los cobayos de cada grupo se utilizd
antigeno crudo no fraccionado en una cantidad de 25, 50 y 75

microgramos de proteinas, y como control solucion salina.

2.16 DETERMINACION DE LA REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD

TARDIA.

Después de & semanas, los animales se rasuraron en el lomo y se
les aplico intradermicamente 0.1 ml de cada fraccion que contenia 1 g
de proteina. Como control positivo se aplicaron 100 pl de 25, de 50y
de 75 pg de proteina del AFC. Como centrol negativo se aplicaron 100
ul de solucion salina. A las 48 y 72 horas se determiné la presencia de
eritema e induracién en el sitio de cada aplicacion de las inyecciones y

se tomaron muestras de tejido de las zonas de eritema e induracion.

22



2.17 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Se realizd biopsia de cada uno de los sitios de piel de las
intradermoreacciones, previa anestesia con xilocaina, utilizando un
sacabocados de 4mm de didmetro y se conservaron los especimenes

en formol para su procesamiento y posterior tincién con H y E.



3.- RESULTADOS

3.1. PREPARACION DEL ANTIGENO DE FILTRADO DE CULTIVO
(AFC). En el analisis de las proteinas de N. brasiliensis en el medio de
cultivo RPMI-1640 se detectd una gran cantidad de proteinas de
excrecion en cada una de las diferentes cepas analizadas (Fig. 1 y 2).
Las proteinas principalmente se localizaron por su peso molecular entre

las regiones de 66- a 14- kDa.

3.2.- ANALISIS COMPARATIVO DE LAS CEPAS DE N.

brasiliensis UTILIZADAS. Con ¢l propésito de evaluar diferencias en
la produccion de proteinas con respecto at tiempo de incubacion se
realizaron cultivos de 9 cepas en dos periodos de incubacion, uno de 7
dias y otro de 6 semanas (tabla No. 1} . En la figura 2 se muestra el
analisis de algunos de los extractos en un gel de SDS-PAGE al 12%
tefido con plata, no encontrandose diferencia significativa en la

produccién de proteinas en ambos tiempos.
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1 2 1 2
Fig. 1. Electroforesis de N. brasiliensis HUJEG-1 (25pg) en un gel de
poliacrilamida- SDS al 12%. A - Gel tefiido con plata, carril 1: 25 ug de AFC,

carril 2: marcadores de peso molecular. B.- Tincién con Coomassie, carril 1:
25 ug del AFC, carril 2; marcadores de peso molecular.
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Tabla l. Cepas utilizadas para la obtencion de los antigenos de

filtrado de cultivo

Cepa Periodos de incubacion del
Cultivo
(Semanas)

N. brasiliensis HUJEG-91 1
N. brasiliensis ~ V-399 1
N. brasiliensis ~ V-399 6
N. brasiliensis HUJEG-1 1
N. brasiliensis ~ HUJEG-1 6
N. brasiliensis ~ W-120 1
N. brasiliensis W-120 6
N. brasifiensis NCTC 10300 1
N. brasiliensis W-102 1
N. brasiliensis W-102 6
N. brasiliensis V-243 6
N. brasiliensis V-409 6
N. brasiliensis HUJEG-81 6
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Fig. 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS al 12% de AFC
de las cepas de N.brasiliensis. Carriles; 1: N. brasiliensis HUJEG-1 (1
sem). 2. N. brasiliensis HUJEG-1 (6 sem.). 3: N. brasiliensis LIID W-120
(1 sem.)4- N. brasiliensis LIID W-120 (6 sem.), 5- N. brasiliensis
NCTC 10300 (6 sem.), 6.- N. brasiliensis LHD V-243 (6 sem.), 7.- N.
brasiliensis LIID V-399 (6 sem).

3.3.-ENSAYO DE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE LOS AFC
CON SUEROS DE PACIENTES CON MICETOMA PCR N
brasiliensis. Con respecto al sequndo objetivo que fue el de identificar

las proteinas inmunodominantes de los antigenos de filtrado de cultivo
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de las diferentes cepas, se realizaron ensayos de Western blot con los
sueros de 14 pacientes con micetoma causados por N. brasiliensis.

Se observé que los sueros de los pacientes reconacieron diversas
bandas de proteinas obtenidas de los filtrados de cultivo de todas las
cepas evaluadas de N. brasiliensis. Las proteinas reconocidas por
todos los sueros estuvieron localizadas en las regiones de 60-, 40-,
28- y 26- kDa ( Fig. 3).

Al utilizar sueros controles de sujetos sanos encontramos que no
reconocieron ninguna de estas bandas (Fig.4). Al analizar un mayor
numero de sueros observamos que estos resultados son reproducibles.

Para el analisis subsecuente de este estudioc se realiz6 la seleccion
de la cepa HUJEG-1 de N. brasiliensis en base a que fue la cepa que
mostré una mayor cantidad de bandas de proteinas en la electroforesis.
(Fig.2). Posteriormente se analizé la reactividad de esta cepa con
todos los sueros de pacientes con micetoma, observandose que varias

proteinas fueron reconocidas por todos los sueros (Fig.3).
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Fig. 3. Inmunoelectrotranferencia utilizando los AFC

de las 9 diferentes cepas de N. brasiliensis utilizadas.

Carriles; 1: N. brasiliensis V-399 2: N. brasiliensis HUJEG-81, 3: N.
brasiliensis W-120, 4.- N. brasifiensis NCTC 10300 5.- N. brasiliensis
HUJEG-91, 6.- N. brasifiensis V-243, 7.- N. brasiliensis HUJEG-1, 8.-N.
brasiliensis W-102, 9.-N. brasiliensis V-409.
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Fig. 4. Western Blot. Control con sueros de individuos sanos.
Inmunoelectrotranferencia utilizando los AFC de las cepas de N.
brasifiensis HUJEG-1 con sueros de sujetos sanos.

3.4.- FRACCIONAMIENTO DEL ANTIGENO AFC DE LA CEPA N.

brasiliensis HUJEG-1

Una vez realizado los ensayos de Western blot y haber logrado el
segundo objetivo de identificar con esta técnica las proteinas de
excrecion que reaccionan con los sueros de pacientes, se produjo una
mayor cantidad de antigeno de filtrado de cultivo de la cepa N.
brasifiensis HUJEG-1. El estudio por electroforesis del antigeno de

filtrado de cultivo fue fraccionado obteniéndose 12 fracciones las cuales
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se enumeraron de acuerdo a su peso molecular de entre 220- a 10-

kDa. (Ver tabla 2).

Fraccion Peso Molecular aparente =App_mm
(kDa) '
1 220-130 0
2 130-90 13
~80
3 90-70
70
4 70-60 -80-
5 60-40 Al
6 40-30 -
20-
T 30-20
-15 2
8 20-15
10
] 158-10
10 10
11 menos 10
12 menos 10

Tabla li. Fracciones obtenidas en gel de poliacrilamida. Los
cortes se realizaron segun el peso molecuiar de marcadaores preteiiidos
Protein Ladder Benchmark (Gibco BRL Products) (Fig. derecha)
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En ia electrofaresis en gel de poliacrilamida al 15% de cada una de las
fracciones se pudo corroborar el peso molecular aproximado de cada

corte de todas las fracciones. (Figuras 5 y 6).

k= - . £
[ 8 s ad
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fig. 5 Electroforesis en un gel de poliacrilamida SDS al 15%
de Ias fracciones los AFC de N. brasiliensis.

Carril 1.- 25 ug del Antigeno de filtrado de cultivo completo, carril 2:
fraccién 1, carril 3: fraccion 2, carvil 4: fraccion 3, carril 5: fraccion 4,
carril 6: fraccion 5, carril 7: fraccion 6, carril 8: fraccion 7, carril 9:
fraccion 8, carril 10: 25 ug de AFC de Nocardia brasiliensis.
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Fig.6 Electroforesis de las fracciones de los AFC de N. brasiliensis
en un gel de poliacrilamida SDS al 1§%. Carrl 1.- 25 pg del Antigeno
de filtrado de cultivo completo, carril 2: fraccién 12, carril 3: fraccion 11,

carril 4 fraccion 10, carril 5: fraccidn 9, carmil 6: fraccién 8, carril 7:
fraccion 7, carril 8: fraccidn 6, carril 9: fraccion 5, camil 10: 25 pg de AFC

de Nocardia brasiliensis.

3.5.-CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE

BRADFORD

La cuantificacién de las proteinas obtenidas en cada fraccion
electroeluida del antigeno de filtrado de cultive 1a obtuvimos por medio

del método de Bradford {13).
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3.6.- ENSAYOS DE HIPERSENSIBILIDAD TARDIA CON
INTRADERMOREACCIONES DE ANTIGENOS DE FILTRADO DE

CULTIVO DE Nocardia brasiliensis.

Nuestro tercer objetivo fue determinar las fracciones proteicas que
secretadas al medio de cultivo inducen una respuesta de
hipersensibilidad tardia en cobayos previamente sensibilizados con N.
brasiliensis.

Del antigeno de filirado de cultivo, obtuvimos 12 fracciones
proteicas, las cuales fueron electroeluidas realizandose posteriormente
intradermoreacciones de estas fracciones en cobayos previamente
sensibilizados con N. brasiliensis, los resultados obtenidos a las 48 y
72 hrs. del grado de eritema e induracioén, fueron los siguientes:

En el grupo previamente sensibilizados con N. brasiliensis 108
resultados obtenidos con la realizacion de las pruebas cutaneas fueron
las siguientes, con la aplicacion de 25 ug de AFC crudo se observo
eritema e induracién en un diametro de 10 mm.

Enla intradermoreaccion de 50 ug se observé en un diametro de
eritema e induracion de 15 mm.

Con 75 ug del AFC se observd el mismo diametro de eritema e
induracioén, que con 50 pg.

Con la inyeccion control con solucion salina, no se observo eritema e
induracion a las 48 y 72 hrs. posterior a las intradermoreacciones.

Tabla4 y 5.
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En los cobayos en los que se utilizé el AFC fraccionado p ara las
intradermoreacciones observamos a las 48 y 72 hrs. los siguientes
resultados. Con la fraccion 1 hubo un desarrollo de eritema €
induracién de 8 mm de didmetro, en las fracciones 2 y 3 las
consideramos negativas pues no hubo desarrollo de eritema, ni
induracién , una de las fracciones que consideramos positiva fue con la
fraccién 4 pues se observd eritema e induracién en un diametro de 10
mm de diametro, en las fracciones 5 y 6 observamos un didmetro de
eritema e induracién de 7 mm de diametro, en las fracciones 7 y 8
observamos una respuesta de un diametro de 5 mm, en la fraccion 9
observamos una induracién de 8 mm de diametro, en la fraccién 10 la
respuesta de 5 mm, en la fraccién 11 fue negativa, y en la fraccion 12
se observo solamente 2 mm de eritema e induracién. Las respuestas
reportadas fueron similares en ambos periodos el de 48 y 72 hrs. tablas

4,5,6,7.

Tabla. lll. Reaccion de eritema e induracion con diferentes
concentraciones del antigeno de filtrado de cultivo crudo

Lectura de intradermoreacciones a las 48 y 72 hrs. (Grupo control)

Antigeno crudo, dosis inyectada Eritema e induracion
(L9) (mm})
25 10
50 15
75 15
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Tabla IV. Grafica de intradermoreacciones. Utilizando el antigeno crudo en
diferentes concentraciones 25, 50 y 75 pg, se determind el grado de eritema
e induracion en mm a las 48hrs.
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Tabla V. Lectura de intradermoreacciones a las 48 y 72hrs.
Realizadas con las diferentes fracciones del antigeno de filtrado
de cultivo.

Fracciones Eritema e induracion (mm)
1 8
2 0
3 0
4 10
5 7
6 7
7 5
8 5
9 8
10 5
11 0
12 2
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Induracién {(mm}
(4] [e 1] ~-~J [2-3 (o]

N W e

7 8 8 10 1 12

6
Fracciones

Tabla VI. Grafica de intradermoreacciones. El antigeno crudo
fraccionado del 1 al 12, se determiné el grado de eritema e induracion en mm
alas 48 hrs.
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Fig. 7. Lectura de Intradermoreacciones. Amiba. Fracciones 1, 2,
3. Abajo fracciones 4, §, y 6. Se observa el area de eritema e
induracion en cada una de las fracciones inyectadas.
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Fig. 8. Lectura de intradermoreacciones. Reaccion de eritema e
induracion con las fracciones inyectadas 7-12

Fig. 9. Medida de eritema e induracién
de las intradermoreacciones con las fraccioneg
7,8,9,10,11y 12,
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3.7.-ESTUDIO HISTOPATOLOQOGICO

Las biopsias realizadas de las intradermoreacciones positivas
con las fracciones 1, 4 y 9 revelaron la presencia de un infiltrado celular
con abundantes linfocitos y células mononucleares, en el resto de las
intradermoreacciones realizadas con las fracciones 2,3,5,6,7,10,11 y 12
se observd un leve infiltrado inflamatorio sin predominio especifico de!
algun tipo de célula.
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4.-DISCUSION

Desde |a década de los cuarentias se ha intentado estudiar la
respuesta inmune humoral y celular de las infecciones actinomicoticas y
eumicoticas causantes del micetoma, la mayoria de las investigaciones
se han sido realizado para entender la respuesta inmune humoral,
empleandose  diversos antigenos de eumicetos y de actinomicetos
aerobios. La investigacion inmunologica experimental en los
actinomicetos causantes de esta enfermedad y los pacientes han
contribuido al estudio de la fisiopatogenia y el diagnostico de la
enfermedad. Salinas y colaboradores identificaron 3 antigenos
proteicos citoplasmaticos inmunodominantes de 61-, 26- y 24- kDa,
(46) los cuales reaccionaban especificamente con sueros de pacientes
con actinomicetoma causadaos por N. brasifiensis y no reaccionaban con
sueros de pacientes con tuberculosis o lepra. Estas proteinas fueron
aisladas y purificadas por Vera-Cabrera y colaboradores (49). Las
proteinas de 24- y 26-kDa mencionadas anteriormente fueron utilizadas
como antigenos para detectar anticuerpos en una prueba de ELISA
desarrollada por Salinas y colaboradores en pacientes con
actinomicetomas infectados con N. brasiliensis  observandose una
correlacion entre los titulos de anticuerpos, el diagnéstico de la

enfermedad y la respuesta terapéutica con antimicrobianos. En los
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individuos con enfermedad activa los titulos de anticuerpos se
encontraron elevados, en los curados los niveles de anticuerpos eran
muy bajos o no detectables (47). En la actualidad esta prueba esta
disponible en el Departamento de Inmunologia de la Facultad de
Medicina UANL, en Monterrey, para e} estudio seroldgico de infecciones
causados por N. brasifiensis en |los pacientes.

Kjelstrom y colaboradores. también desarrollaron un panel
serolégico para el reconocimiento de infecciones por Nocardia en
modeles murinos, utilizando pruebas de ELISA empleando antigenos
de filtrados de cultivo y extractos citoplasmaticos de N. asteroides
Estos autores demostraron que un extracto citoplasmatico era
altamente sensible para detectar anticuerpos mediante un estudio de
inmunoensayo, sin embargo {a especificidad de la reaccién era baja, ya
que cruzaba con sueros de pacientes infectados por micobacterias (23).

En el proceso de obtencion de antigenos de filtrado de cultive
de N. asteroides y N. brasiliensis se han utilizado en los uitimos 30
anos diversos medios como el de Proskauer y Beck, y el de Sauton,
con los cuales se han obtenido varios antigenos, no determinandose
las caracteristicas antigénicas de sus componentes y tampoco su
analisis electroforético. Considerando |a experiencia previa en el
laboratorio interdisciplinario de investigacién dermatoldgica (LIDD), de
que al utilizar estos medios de cultivo se obtenia una baja produccién
de biomasa y por lo tanto una produccion muy limitada de proteinas, se

decidio probar su crecimiento en un medio de cuiltivo diferente. Este fue
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el RPMI 1640 el cual tiene como ventaja tener en su composicion
moléculas pequenas de aminoacidos y azacares. En el caso de otros
medios de cultivo como el BHI este contiene una gran cantidad de
peptocna lo que podria inducir interferencia al momento de la
purificacién. En el estudio de las proteinas excretadas al filtrado de
cultivo, utilizando el medio RPMI 1640 observamos una gran
produccion de proteinas excretado al medio. En la literatura revisada
no encontramos reportes de la ufilizacion de este medio para obtener
antigenos del filtrado del cultivo. Otra ventaja importante en el empleo
de este medioc fue de que la tasa de crecimiento bacteriana de N.
brasiliensis tanto en periodos de cultivos de 7 dias y en periodos més
largos fue muy buena, no enceontrandose diferencia significativa en la
cantidad de produccién de proteinas. Esto contrasta con lo observado y
reportado en M. tuberculosis donde se han reportado una diferencia
cuantitativa en la produccién de proteinas de excrecion en periodos

cortos y largos del crecimiento bacteriano (1).

En relacion a la repuesta de hipersensibilidad tardia en
infecciones por Nocardia, aungue se han hecho multiples intentos por
obtener un antigeno especifico y reproducible esto ain no se ha
logrado. Lo reportado en la literatura a partir de los afios 40 es
controversial. Como se ha podido observar en lo reportado en los
diferentes trabajos antes mencionados. En sus estudios Almeida y

Lacaz (16) no encontraron resultados positivos utilizando un filtrado de



cultivo de N. brasiliensis por lo que lo descartaron como un
procedimiento 0fl en el diagndstico del micetoma. En relaciéon a N.
brasiliensis Gonzalez-Ochoa y Baranda lograron obtener un
polisacéarido con el que observaron reacciones positivas solamente en
pacientes infectados por N. brasiliensis y reacciones negativas en
pacientes infectados con microorganismos diferentes, pero encontraron
que en infecciones experimentales en ratones y conejos con N.
brasiliensis las reacciones fueron negativas, lo cual no ocurrié en
nuestro trabajo (16). Bojalil y Magnusson en sus estudios probaron en
pacientes con micetoma una prueba cutanea obtenida de un precipitado
con TCA del filtrado de cultivo de N. brasiliensis y de N. asteroides, con
los que encontraron resultados positivos en las pruebas cutaneas, y
dieron reacciones cruzadas en los pacientes con tuberculosis y
animales previamente sensibilizados con M. tuberculosis. En su trabajo
no se determiné con exactitud el tipo de compuestos antigenicos
utilizados (10). Por Jo que posteriormente utilizaron extractos
citoptasmaticos observando reacciones cruzadas en animales
sensibilizados con lepra y/o tuberculosis (39). En todos los estudios
antes mencionados todavia no se contaba con la tecnologia que
actuaimente esta a nuestro alcance, ni se definid el tipo de compuestos
antigénicos y su peso molecular.

En nuestra investigacion observamos que los antigenos
obtenidos de filtrado de cultivo fueron reconocidos por los sueros de

pacientes con actinomicetoma causado por N. brasiliensis. Es
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importante enfatizar que los antigenos que reaccionaron can mayor
intensidad y frecuencia fueron | as proteinas de un peso molecular de
60-,40-, 28- y 26- kDa.

Con los resultados obtenidos en esta investigacion con los
antigenos de filtrado de cultivo, puede ser posible que algunas de estas
proteinas pudieran tratarse del mismo tipo que las que fueron
purificadas por Vera-Cabrera y colaboradores.

A través de los afios y a pesar de los multiples investigaciones
sobre sustancias antigénicas que se han realizado con Nocardia no
contamos en la actualidad con una prueba diagndstica cutanea
confiable para coadyuvar en el diagndstico de estas infecciones, (14,16,
22, 28, 34, 36,37) como lo es en el caso del PPD que es una
herramienta importante en el diagndstico y pronoéstico de las infecciones
por M. tuberculosis. En esta bacteria se conoce que existen antigenos
especificos obtenidos de filtrados de cultivos que producen una
reacciéon cutanea de hipersensibilidad tardia bien definida (7). Es bien
sabido que los miembros del género Nocardia y Mycobacterium por su
cercania filogenética tienen propiedades en comun, y se han observado
en ellos caracteristicas similares en su morfologia, en sus cultivos, en
su quimiotaxonomia y particularmente sus caracteristicas serologicas.
En M. tuberculosis varios de los antigenos que difunden al medio de
cultivo inducen una fuerte respuesta inmune celular y son utilizados

como antigenos.
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En nuestro proyecto evaluamos !a respuesta inmune celular
en cobayos previamente sensibilizados con N. brasiliensis
observandose que el conjunto de proteinas de filtrado de cultivo
obtenidas estimuian la respuesta inmune celular cuando utilizamos 50 y
75 microgramos de las proteinas del antigeno crudo. Al fraccionar estas
se observd que algunas de ellas estimulan la respuesta inmune celular
tardia y otras no. En el estudio de pruebas cutaneas de Gonzalez-
Ochoa en las cuales utilizd antigenos polisacaridos de N. brasiliensis
las pruebas cutaneas  fueron negativas en los animales de
experimentacion, positivos en los pacientes con micetoma. Nos llama la
atencion que el grado de eritema e induracién no permanecia por mas
de 24 hrs., a diferencia de nuestro estudio en los cuales la positividad
permanecid con la misma intensidad a las 72 hrs. post-inyeccion. Esto
constituye una evidencia de que las proteinas del filtrado de cultivo de
N. brasifiensis inducen una respuesta inmune celular. En estudios
posteriores se podra determinar si las proteinas de excrecion (filtrado de
cultivo) probadas en las pruebas cutaneas coinciden con las que
reaccionaron con los sueros de pacientes con actinomicetoma.

La identificacion de las proteinas de excrecion que inducen una
respuesta celular podria ser evaluada en pacientes para determinar su
reactividad y especificidad en el diagnostico y evaluacion terapéutica de
los pacientes que padecen esta enfermedad.

En esta investigacion identificamos proteinas que difunden al medio de

cultivo de N. brasiliensis y se logré implementar un meétodo para su
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produccion utilizando el medio de cultivo RPMI 1640, Se demostré gue

no todas las fracciones antigénicas inducen una respuesta de

hipersensibilidad tardia.
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5.- CONCLUSIONES

. Los sueros de |os pacientes con actinomicetoma por N. brasifiensis
identifican proteinas de filtrado de cuitivo de pesos moleculares

relativos de 60-, 40-,26- y 24- kDa.

. El filtrado de cultivo de N. brasiliensis es un inductor de

hipersensibilidad retardada en cobayos previamente sensibilizados

con N. brasiliensis.
. Las fracciones del filtrado de cultivo que tienen mayor capacidad

inductora de hipersensibilidad retardada son las de peso molecular

relativo de 220-130-, 70-60-, 15-10- kDa.
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5.1 CONTRIBUCIONES

Nocardia brasiliensis, es el agente eticlégico mas comun del
actinomicetoma en México, para lograr el diagnostico es necesario
realizar €l aislamiento de |la bacteria por medio del cultivo, y apoyarnos
con el de pruebas inmunoldgicas diagndsticas y de pronéstico para esta
enfermedad. Sin embargo no existe una prueba cutanea que nos
ayude en este aspecto, particularmente debido a la falta de la
caracterizacion de antigenos inmunodominantes y especificos de
Nocardia brasiliensis.

En el presente trabajo se logré identificar proteinas de
excrecion de N. brasiliensis y comprobar que inducen una respuesta
inmune humoral y celular en el hospedero. Con los resultados que
obtuvimos logramos desarroliar un método para la obtencion de
proteinas de excrecion de N. brasiliensis al medio de cultivo en mayores
canfidades, pues en otros medios de cultivo utilizados como el
Proskauer y Beck, Long, Sauton entre otros, no se habia logrado una
produccion importante de esta variedad de antigenos de filtrado de
cultivo.

El presente estudio abre la posibilidad de utilizar antigenos de
fitrado de cultivo para analizar la respuesta inmune celular y humoral

como meétodo diagnéstico y de evaluacion terapéutica.
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AFC
AlF
ATCC
BCIP
cm
ELISA
Fig.

°C

Mg
1]
mg

mi

LISTA DE ABREVIATURAS

Antigenos de filtrado de cultivo
Adyuvante incompletc de Freund
American Type Culture Collection
5-bromo-4-chloro-3-indoly! phasphate
Centimetros

Ensayo inmunoenzimatico
figura

grado centigrado

gramo

Hematoxilina y eosina

Acido clorhidrico

Acido sulfurico

Horas

Inmunoglobulina G

Kilodaltones

Litros

2-mercaptoetanol

microgramos

microlitros

miligramos

mililitros
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M molar

mA miliamperios
Vo] microgramos
Ml microlitros
mM milimolar
mm milimetros

NaOH hidroxido de sodio

NaCl cloruro de sodio

NCTCC National Callection of Type Culture

nm nanometros

Pag. Pagina

PBS amortiguador de fosfatos-salina

pH potencial de hidrogeniones

PM peso molecular

% plv  porcentaje pesofvolumen

% viv  porcentaje volumen/volumen

%/ T  porcentaje total de poliacritamida en el gel
% C porcentaje de bisacrilamida en el total de acrilamida
RPMI  Roswell Park Memorial Institute

rpm Revoluciones por minuto

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes con dodecilsufato de sodio

SDS Lauryl Sulfato de Sodio
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TCA Acido tricloroacético

TEMED N,N,N'N-Tetrametiletilendiamina

UFC Unidades formadoras de colonias

U Unidades
Vv Voltios
W Watts
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APENDICE A

PREPARACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA

1.- Electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).
1.1 Gel de corrimiento al 12%

Agua Destilada

6.8ml 1.36ml
Acrilamida-Bis Acrilamida ( 30%T,0.8%w/v) 8ml 1.6ml
Amortiguador Tris-HCI| 3.02M, Ph 8.8 5ml 1mi
SDS 20% ( p/v) 0.1ml 20pi
Persulfato de Amonio 10% ( p/V ) 0.1ml 20ul
TEMED 0.010mi 2ul

Se utilizo un formador de gradiente (BIO-RAD) el cual se dejo polimerizar

durante 1 hora colocando agua destilada sobre la superficie del gel formando una

interfase.

1.1 Gel de Empaquetamiento al 4% T 0 0.125 Molar

Antes de colocar el gel de empaquetamiento se secd con papel filtro y se colocd

el peine de teflon con los carriles deseados.

Agua Destilada 3.075 mi 615 i
Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 30%T,0.8w/v) 0.670 ml 134 yl
Amortiguador Tris-HC| 1M, pHE.8 1.250 mi 250 pl
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SDS 20% (w/v) 0.025 ml 5 ul

Persulfato de Amonio 10% (p/v) APS 0.025 m! 5l

TEMED 5 pl 1l

Después de polimerizado el gel, se sac) el peine y se lavaron los pozos con agua

destilada.

2. - Electroforesis en gel de policrilamida en condiciones desnaturalizantes SDS al

15%.

2.1 Geles de Corrimiento al 15%

Gel grande Gel pequefio
Agua Destilada 4.8 mi 960 pl
Amortiguador Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8 5.0 ml 1.0 ml
Acrilamida-Bis- Acrilamida ( 30% T) 10 ml 2.0ml
Persulfato de Amonio 10% p/v 100 pl 20 pl
TEMED 10 ul 2

2.2 Gel Empaquetamiento al 4% T

Antes de colocar el gel de empaquetamiento se seco con papel filtro y se

coloco el peine de teflon con los carriles deseados.

Agua Destilada 3.075 ml 615 ul

Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 30%T,0.8wfv)  0.670 mli 134 pl

62



Amortiguador Tris-HCI 1M, pH8.8
SDS 20% (w/v)
Persulfato de Amonio 10% (p/v) APS

TEMED
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1.250 mi
0.025 mi
0.025 mi

5 ul

250 pl

Sul






