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RESUMEN 

Francisco Leobardo Reséndiz Uresti 
Universidad Autónoma de Nuevo León 
Facultad de Medicina 

Fecha de Graduación: Noviembre del 2001 

Número de páginas: 

Título de Tesis: DISTRIBUCIÓN DEL FRAGMENTO kaíNVE Nocardia brasiliensis 
EN ESPECIES DE ACTINOMICETOS PATÓGENOS. 
85 

Area de Estudio: 

Candidato para el grado de Maestría en Ciencias con especialidad ea 
Microbiología Médica. 
Microbiología Médica. 

Propósito y Método de Estudio. El micetoma es una enfermedad subcutánea crónica, localizada, y de 
progresión lenta. Esta enfermedad puede ser causada por bacterias (actinomicetoma) u hongos (micetoma 
eumicético o eumicetoma). Los microorganismos reportados que causan actinomicetomas incluyen a 
Nocardia brasiliensis, Actínomadura madurae, A. pelietieri, Streptomyces somaliensis y con menor 
frecuencia N. asteroides, N. otitidiscaviarum, N. transvalensis y Nocardiopsis dassonvillei. En 
Norteamérica, Sudamérica, Australia y en nuestro país, Nocardia brasiliensis es el principal agente causal 
de actinomicetoma. En estudios previos, se observó que los pacientes con actinomicetoma producido por 
Nocardia brasiliensis reaccionaban con algunas proteínas de un extracto crudo de N. brasiliensis en un 
ensayo de Western blot El suero de estos pacientes reaccionó mas intensa y específicamente con tres 
bandas de pesos moleculares aproximados de 24-, 26- y 61-kDa. De estas proteínas la P24 y P61 se 
aislaron y purificaron con métodos físicoquímicos convencionales. De la proteína P61, se ha determinado 
la secuencia aminoacídica N-terminal (Sec. aminoacídica 1) y dos secuencias internas obtenidas por 
ruptura de la proteína mediante bromuro de cianògeno (Sec. aminoacidi cas 2 y 3). Al comparar las 
secuencias aminoacídicas con la base de datos para proteínas del GenBank, mediante el sistema BLAST, 
se observó homología con catalasas de eucariotes y otros actinomicetos. Se realizó un análisis por 
alineamiento de las secuencias nucleotídicas de varios genes que codificaban para catalasas y se 
observaron varias secuencias consenso, una de ellas dentro de la secuencia aminoacídica No. 2 
(FDLTKV). En base a esta secuencia y a otra secuencia consenso que se encontraba hacia el extremo 5' 
(VGNNTP) se prepararon oligonucleótidos degenerados denominados NB2 y NB3, respectivamente. 
Mediante PCR (Reacción ra Cadena de la Polimerasa), y utilizando estos oligonucleótidos como 
iniciadores, se obtuvo un fragmento de 450-pb. En el presente trabajo de tesis, se examinó mediante PCR 
y Southern blot, 19 cepas de Nocardia brasiliensis pertenecientes al cepario del Laboratorio 
Interdisciplinario de Investigación Dermatológica, asi como también cepas tipo de los géneros 
Actínomadura sp., Gordona sp., Nocardia sp., Rhodococcus sp., Streptomyces sp. y Tsukamwella sp. para 
determinar la presencia de secuencias similares a la de N. brasiliensis. 

Contribuciones y Conclusiones. Con los resultados obtenidos de PCR y Southern blot se contribuyó en la 
diferenciación de algunas especies pertenecientes al grupo de los Actinomicetos en base a la presencia o 
ausencia del fragmento katÑ. Con este estudio además se concluyó que existe polimorfismo entre las 
especies que son positivas para la presencia de este fragmento. La técnica de PCR, aunada al Southern 
blot, podría permitimos ;o diferencial de los microorganismos causantes 
de micetoma. 
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ABREVIATURAS 

A Adenina 

bd Bidestilada 

°C Grados centígrados 

C Citosina 

CT AB Bromuro de Cetil-Trimetil Amonio 

DAP Acido 2,6-diaminopimélico 

DNA Acido desoxirribonucleico 

DNTP Desoxinucleótido 

EDTA Acido Etilendiamino Tetraacético 

fg Fentogramo 

g Gramo 

G Guanina 

HCl Acido clorhídrico 

h Hora 

HUJEG Hospital Universitario "José Eleuterio González" 

kDa Kilodalton 

kpb kilopares de bases 

LUD Lab^Interdisciplinario de Investigación Dermatológica 

LMP Low Melting Point (bajo punto de fusión) 

LUV Luz Ultravioleta 

MgCl2 Cloruro de Magnesio 

Hg Microgramo 

(iL Microlitro 

mg Miligramo 

mL Mililitro 



mM Milimolar 

M Molar 

NaCl Cloruro de Sodio 

NaOH Hidróxido de Sodio 

ng Nanogramo 

nm Nanómetro 

PAGE Electroforesis en Gel de Poliacrilamida 

pb Pares de bases 

PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa 

pH Potencial de Hidrógeno 

pg Picogramo 

RNAr Acido ribonucleico ribosomal 

RNA'sa Ribonucleasa 

r.p.m. Revoluciones por minuto 

S Coeñciente de Sedimentación 

SIDA Síndrome de Inmunodeficiencia Humana 

SSC Solución Salina- Citrato 

SDS Sulfato Duodecil de Sodio 

T Timina 

TAE Tris-Acetato-EDTA 

TE Tris-EDTA 

Tris Tris (Hidroximetil aminometano) 

U Unidad 

v Volts 
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1. INTRODUCCION 

1.1 Características Generales 

El término de actinomicetos aeróbicos es una designación común de 

las bacterias que pertenecen al orden Actinomicetales. Originalmente, los 

microorganismos de este orden fueron clasificados como hongos debido a la 

presencia de hifas aéreas verdaderas, las cuales eran consideradas una 

característica peculiar de los hongos. Sin embargo, en base de sus 

componentes de pared celular, en particular de la composición de lípidos y 

peptidoglicano de la pared celular, estos microorganismos son ahora 

reconocidos como bacterias aeróbicaS verdaderas. La mayoría de los 

actinomicetos son típicamente Gram positivos, filamentosos, parcialmente 

ácido-alcohol resistentes y ramificados, que tienen muchas características 

microbiológicas comunes entre sí (41). 

La taxonomía de los actinomicetos que contienen ácidos micólicos, 

ha experimentado grandes cambios en base a datos derivados del uso de 

métodos taxonómicos modernos (24,30,41). Las bacterias que contienen 

ácidos micólicos tienen muchas características fenotípicas en común 

(16,30), forman una línea filogénetica distinta (51) y han sido asignadas a 

los géneros Corynebacterium, Gordona, Mycobacterium, Nocardia, 



Rhodococcus y Tsukamurella en base de algunos marcadores morfológicos 

y químicos (13,16,24,30). 

Los miembros del género Nocardia forman hifas-substrato altamente 

ramificadas que se fragmentan in situ o después de perturbación mecánica 

hacia elementos no móviles de forma bacilar a cocoides; casi siempre se 

forman hifas áereas y algunas veces son visibles solo microscópicamente 

(29,37). Las bacterias del género Nocardia son también caracterizadas por 

la presencia de ácido meso-diaminopimélico, arabinosa y galactosa en su 

peptidoglicano de pared celular (36). Poseen además ácido murámico en la 

forma N-glicosilada, junto con otros compuestos como difosfatidil glicerol, 

fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y fosfatidilinositol mánosidos como 

sus fosfolípidos predominantes. Estos microorganismos tienen grandes 

cantidades mayores de ácidos tuberculoesteáricos insaturados, de cadenas 

rectas y ácidos micólicos con 40 a 60 átomos de carbono. Su DNA es rico 

en G+C (G+C= 64 a 72 mol %) (16,29,30). 

Los^ miembros del género Nocardia son bacterias filamentosas no 

móviles, aerobias, Gram positivas, las cuales pueden ser ácido-alcohol 

resistentes. Las especies patogénicas del género Nocardia se encuentran 

comúnmente en suelos de cualquier parte del mundo y en la materia 

orgánica (27). Nocardia sp. y bacterias relacionadas son consideradas 



microorganismos saprófitos del suelo, primariamente responsables de la 

descomposición de material orgánico de las plantas (27,45,47). Las 

personas y los animales pueden infectarse vía inhalación, ingestión o 

inoculación traumática (3,6,49). 

Una característica morfológica variable del género Nocardia incluye 

conidias bien desarrolladas en N. brevicatena y esporas menos desarrolladas 

en algunas cepas de N. asteroides. Las hifas aéreas que son visibles 

macroscópicamente pueden estar ausentes, dispersas o ser muy abundantes, 

y las colonias pueden tener una apariencia superficial lisa o mas 

comúnmente una apariencia agrietada. Los pigmentos celulares pueden ser 

de color blanco, gris, amarillo, naranja, rosa, coral, rojo, bronceado, café o 

púrpura (41). 

Recientemente, los actinomicetos aeróbicos han surgido como 

organismos inusuales pero potencialmente patógenos para el humano, que 

pueden ser causa de morbilidad significativa, afectando no solo a pacientes 

severamente inmunocomprometidos sino también a hospederos 

inmunocompetentes. £1 número de pacientes inmunocomprometidos 

continúa incrementando como resultado de los avances tecnológicos 

modernos que han permitido la sobrevivencia de personas enfermas y en 

menor extensión al incremento en el número de pacientes infectados con el 



virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). El amplio uso de técnicas 

diagnósticas no invasivas han resultado en un avance en el entendimiento 

del potencial patogénico de muchos de estos microorganismos (41). 

1.2 Taxonomía 

Los actinomicetos aeróbicos de importancia médica que han sido 

asociados con enfermedad humana han experimentado considerables 

revisiones taxonómicas recientes. El esclarecimiento de la taxonomía de 

estos microorganismos es necesario, y debería ser realizado por el uso de 

métodos moleculares desarrollados recientemente y que son mas precisos. 

Las agrupaciones taxonómicas para estos microorganismos han sido 

basadas primariamente en características fenotípicas y análisis genéticos 

más simples, los cuales no siempre han sido completamente 

satisfactorios, por lo que existe una urgente necesidad de aplicar nuevas 

técnicas genéticas que establezcan definitivamente la taxonomía de los 

actinomicetos aeróbicos (41). 

Durante las últimas dos décadas, se han realizado grandes avances en 

el desarrollo y aplicación de métodos nuevos y confiables para la 

clasificación bacteriana. En particular, técnicas tales como la identificación 

de aminoácidos y azúcares de la pared celular, azúcares de la célula 



completa, ácidos grasos (incluyendo ácidos micólicos), menaquinonas, 

fosfolipidos y homología del DNA han proporcionado una gran utilidad 

para la taxonomía de los actinomicetos (21,26,65). 

Comúnmente, los criterios quimiotaxonómicos usados para asignar 

bacterias al género de Nocardia incluyen también la presencia del meso-

isómero del ácido 2,6 diaminopimélico (DAP), azúcares de la célula total, 

arabinosa y galactosa (36), ácidos micólicos de cadena intermedia (46 a 60 

carbonos) (1,18,19,26,28,37) y un perfil de ácidos grasos que demuestre 

cantidades principales de ácidos tuberculoesteáricos, insaturados y de 

cadena recta (38). En el caso del complejo de Nocardia asteroides existen 

algunos exámenes que han establecido su heterogeneidad. Entre estos 

exámenes se incluyen la taxonomía numérica (4,9,45,57), análisis de ácidos 

micólicos por cromatografía de gas, homología del DNA (66) y patrones de 

resistencia a antibióticos. 

i .3 Clasificación 

Las especies del género Nocardia han sido clasificadas 

principalmente por usar datos químicos, taxonomía numérica, relación del 

DNA, sensibildad a fagos, datos inmunológicos y susceptibilidad a 

antibióticos (11,12,16,24,30,60,61). Es importante distinguir entre 



diferentes especies de Nocardia debido a que algunas especies causan una 

variedad de enfermedades supurativas en humanos y animales, 

principalmente actinomicetoma y nocardiosis (13,54). Nocardia brasiliensis 

es el principal agente causal de actinomicetoma (40,41) y los agentes 

predominantes de nocardiosis son Nocardia asteroides, Nocardia farcinica 

y Nocardia nova (54,61). 

Los principales grupos del orden Actinomicetales son actinoplanetos, 

maduromicetos, actinomicetos nocardioformes y estreptomicetos. Se 

requiere el exámen de cepas por métodos moleculares para confirmar 

relaciones basadas en indicadores químicos y morfológicos y para clasificar 

anomalías aparentes (41). 

1.4 Identificación 

Algunos exámenes bioquímicos que diferencian las 3 principales 

especies patogénicas de Nocardia, N. asteroides, N. brasiliensis y N. 

otitidiscaviarum, incluyen la descomposición de la adenina, caseína, 

xantina, tirosina e hipoxantina. Sin embargo, estos métodos de 

identificación no diferencian el complejo N. asteroides de las especies de 

Nocardia no patogénicas como N. carnea, N. amarae y N. brevicatena o de 

especies de los géneros relacionados Mycobacterium, Rhodococcus, 

Gordona o Tsukamurella (25,26,28). 



Recientes avances en técnicas de tipificación molecular tales como el 

desarrollo del análisis del DNA, han demostrado ser técnicas específicas y 

rápidas para la identificación y epidemiología de muchas bacterias que son 

difíciles de identificar. Aunque tales técnicas no son inmediatamente 

aplicables en laboratorios de Microbiología Clínica, la correlación de los 

datos genéticos obtenidos con resultados fenotípicos de exámenes de 

identificación bioquímicos convencionales pueden permitir una 

identificación más precisa de especies de actinomicetos aeróbicos por un 

número limitado de exámenes bioquímicos (41). 

Los patrones por endonucleasas de restricción ribosomal específicos 

de especie y de cepa han sido visualizados después de la hibridización del 

RNAr de 16 y 23 S (ribotipificación) de Escherichia coli a manchas 

genómicas de DNA de algunos géneros bacterianos (31). 

Las diferencias específicas de especie en patrones de ribotipo han 

sido utilizadas exitosamente para identificar aislados de algunas especies 

bacterianas~diferentes para las cuales los métodos de identificación 

convencionales pueden ser erróneos, complejos, extensos y técnicamente 

demandantes. Recientes reportes sobre la aplicación de ribotipificación para 

bacterias de importancia de salud pública han incluido a Campylobacter 

(43,50), Legionella (32,53), Staphylococcus (23) y Leptospira (46). 



La aplicación de métodos de hibridización in situ pueden ser 

particularmente beneficiosos cuando los microorganismos son raros o 

tienen una morfología inespecífica (cocoides), como es el caso de 

Rhodococcus equi (17). Una tecnología avanzada importante y mas reciente 

ha sido el análisis por PCR de el RNAr de 16 S, el cual ha incrementado ia 

sensibilidad de la detección de microorganismos que no pueden ser 

cultivados en medios artificiales. 

1.5 Aspectos Epidemiológicos 

La morbilidad y la mortalidad asociada con nocardiosis no han sido 

bien determinadas debido a que al igual que con las infecciones fungicas 

invasivas, no hay un sistema de reporte de casos. En 1976, en los Estados 

Unidos, Beaman y colaboradores intentaron medir la incidencia de 

nocardiosis en Norteamérica (5). 

Durante la última década, ha habido un marcado incremento en el 

número de pacientes severamente inmunocomprometidos. Muchos de ellos 

son susceptibles al desarrollo de nocardiosis. Este hecho ha sido debido 

principalmente a los avances tecnológicos recientes, desarrollados para 

prolongar la vida de pacientes severamente enfermos que están 



hospitalizados y en menor extensión a la reciente epidemia del SIDA. 

Debido a que el número de pacientes inmunocomprometidos no demuestra 

tendencia para estabilizarse o disminuir, las infecciones por Nocardia sp. 

probablemente continuarán emergiendo como enfermedades oportunistas 

importantes (41). 

Las nocardiosis parecen tener una ligera predilección para afectar al 

sexo masculino y usualmente afecta a los adultos en su tercera o cuarta 

década. Las especies de Nocardia pueden causar enfermedad en la ausencia 

de cualquier factor predisponente o pueden ser oportunistas (22,48). 

1.6 Infección Cutánea 

En contraste a la nocardiosis diseminada y pulmonar invasiva, las 

cuales afectan predominantemente a pacientes inmunocomprometidos, la 

nocardiosis cutánea es usualmente una infección primaria que afecta 

aparentemente a individuos inmunocompetentes. Los mismos agentes 

etiológicos (N. asteroides, N. brasiliensis y N. otitidiscaviarum) causan los 

tres tipos de infección; sin embargo N. brasiliensis predomina en la 

infección cutánea primaria (55). 

La nocardiosis cutánea puede ser subdividida hacia cuatro tipos 

clínicos: micetoma, infección linfocutánea, infección de piel superficial 



(absceso o celulitis) e involucramiento cutáneo secundario con enfermedad 

diseminada (35). La infección subcutánea o cutánea primaría producidas 

por actinomicetos usualmente resulta de la inoculación traumática con estos 

microorganismos, lo cual puede resultar debido a una variedad de 

actividades al aire libre o ocurrir durante una operación. 

El micetoma es una enfermedad subcutánea, sin dolor, crónica, 

localizada y de progresión lenta. Usualmente involucra las extremidades 

inferiores y es caracterizada por tumefacción, nodulos subcutáneos, 

granulomas destructivos, deformidad y los tractos de senos descargan con 

canales intercomunicantes que exudan pus, frecuentemente con gránulos 

visibles macroscópicamente de varios tamaños y colores (2,10,15). El 

micetoma es una manifestación clínica de estado tardío de una infección 

subcutánea producida por bacterias (actinomicetos que causan micetoma 

actinomicótico o actinomicetoma) u hongos (micetoma eumicético o 

eumicetoma). 

~Los microorganismos reportados que causan actinomicetomas 

incluyen a Nocardia. brasiliensis, Actinomadura madurae, A. pelletieri, 

Streptomyces somaliensis, y menos comúnmente N, asteroides, N. 

otitidiscaviarum, Nocardiopsis dassonvillei y N. transvalensis. En Norte 

América, Sudamérica, México y Australia, N. brasiliensis es la principal 



causa de actinomicetomas; sin embargo, en Africa, Streptomyces 

somaliensis es el agente predominante (7). Estas infecciones más 

comúnmente afectan pacientes en áreas rurales en los países del Tercer 

Mundo. Los pacientes con estas infecciones crónicas pueden tener una 

historia de un daño traumático localizado menor (44,56). 

1.7 Antecedentes Inmediatos 

Recientemente se observó que el suero de pacientes con 

actinomicetoma producido por Nocardia brasiliensis reaccionan con 

algunas proteínas de un extracto crudo de N. brasiliensis en un ensayo de 

Western blot. El suero de estos pacientes reaccionó mas intensa y 

específicamente con tres bandas de pesos moleculares aproximados de 24-, 

26-y 61-kDa (52). 

De estas proteínas, la P24 y P61 se aislaron y purificaron con 

métodos físicoquímicos convencionales. Para: purificar P61 se utilizó la 

precipitación con sulfato de amonio al 50 % de un extracto crudo y la 

proteína se purificó en un corrimiento en gel preparativo de SDS-PAGE con 

poliacrilamida al 12 %. La proteína P24 fue aislada utilizando 

cromatografía por filtración en gel (columna de Sephadex G-100 de 



SIGMA) y dializada y concentrada por liofilización. Posteriormente fue 

purificada por corrimiento en un Sistema Laemmli preparativo no 

desnaturalizante con un gel de corrimiento al 12 % y un gel de 

empaquetamiento al 5 % (58). 

De una de las proteínas, P61, se ha determinado la secuencia 

aminoacídica N-terminal (Sec. aminoacídica 1) y dos secuencias internas 

obtenidas por ruptura de la proteína mediante bromuro de cianògeno (Sec. 

aminoacídicas 2 y 3) (Figura 1). Al comparar las secuencias aminoacídicas 

con la base de datos para proteínas de GenBank, mediante el sistema 

BLAST, se observó homología con catalasas de eucariotes y otros 

actinomicetos (59), por lo que se le atribuyó función de catalasa. Esta 

función se confirmó por acción de la proteína sobre el Peróxido de 

Hidrógeno (H2O2) y por el método de tinción doble con Tetraclorhidrato de 

3-3' diaminobencidina y Ferricianuro de Potasio sobre un gel de 

poliacrialamida no desnaturalizante (62). Posteriormente se realizó un 

análisis por alineamiento de las secuencias nucleotídicas de varios genes 

que codificaban para catalasas y se observaron varias secuencias consenso, 

una de ellas dentro de la secuencia aminoacídica No.2 (FDLTKV). 
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FIGURA 1. Diagrama de la posible localización de las secuencias 
aminoacídicas internas y N-terminal del gen katN de Nocardia brasiliensis 
en base al gen bca de Streptomyces violaceus. Sec. aa representa las 
secuencias aminoacídicas de P61 obtenidas. 

En base a esta secuencia (FDLTKVW) y a otra secuencia consenso 

que se encontraba hacia el extremo 5' (VGNNTP) del gen de la catalasa de 

Streptomyces violaceus se prepararon oligonucleótidos degenerados 

denominados NB2 y NB3, respectivamente. Mediante PCR y utilizando 

estos oligonucleótidos como iniciadores se obtuvo un fragmento de 450-pb 



cuya secuencia fue muy similar a la de la catalasa-bromoperoxidasa de 

Streptomyces violaceus. 

En el presente trabajo nos propusimos estudiar la distribución de esta 

secuencia en otras especies patógenas del género Nocardia para determinar 

si esta secuencia era exclusiva de Nocardia brasiliensis o si existían 

secuencias idénticas o parecidas en las especies de Nocardia analizadas. 

También fue importante determinar si esta secuencia se encontraba en 

Nocardia asteroides debido a que es una especie muy relacionada a 

Nocardia brasiliensis. Dado que otros microorganismos están relacionados 

bioquímica y genéticamente al género Nocardia también se analizaron por 

Southern blot, DNA proveniente de cepas de Actinomadura sp., Gordona 

sp., Rhodococcus sp., Streptomyces sp. y Tsukamurella sp. Finalmente se 

estandarizó también una prueba de PCR específica para detectar este 

fragmento y determinar el límite de detección de la prueba. 



2.1 Objetivo General 

Determinar la presencia de una secuencia nucleotídica (katN) de la 

proteína p61 de Nocardia brasiliensis en diversas especies de 

actinomicetos. 

2.2 Objetivos Específicos 

1-.Determinar si el fragmento NB10-NB11 del gen katN existe en todas las 

cepas de Nocardia brasiliensis a analizar. 

2-.Evaluar la presencia de esta secuencia o secuencias relacionadas en otras 

especies de Nocardia y de los géneros Actinomadura sp., Gordona sp., 

Rhodococcus sp., Streptomyces sp. y Tsukamurella sp. mediante PCR. 

3-.Corroborar los resultados del objetivo anterior mediante ensayos de 

Southern blot, 

4-.Desarrollar un método de amplificación genética (PCR) específico para 

detectar este fragmento, y determinar su límite de detección. 



3. MATERIAL Y METODOS 

3.1 Estrategia General 

En la figura 2 se muestra la estrategia general que se siguió para 

cumplir con los objetivos que se plantearon en la realización de la tesis. 

Nosotros partimos de cultivos de actinomicetos que fueron cultivados en 

agar Sabouraud por un tiempo de 3 a 10 días. De estos cultivos llevamos a 

cabo la extracción del DNA, con el cual realizamos los ensayos de PCR 

para detectar la presencia del fragmento NB10-NB11 del gen de la catalasa 

de Nocardia brasiliensis. 

Por otro lado, las muestras de DNA fueron utilizadas para realizar 

digestiones enzimáticas con BamHl y EcóKL para posteriormente ser usadas 

en los ensayos de Southern blot Como sonda utilizamos un amplicón 

NB10-NB11 que se marcó con peroxidasa utilizando el kit ECL 

(Amersham, Illinois, USA). 



E^IlMTEGtA GENERAL 

Nocai'dia 
brasiliensis â â NbanrEa sp. 

Actinomadiua sp. 
Sùvptonyces sp. 
Rhodococcus sp. 

*Exiracriôn dd DNA1—J PCR 

FIGURA 2-^Estrategia general utilizada en el trabajo de tesis. 



3.2 Microorganismos 

Las especies utilizadas en este trabajo incluyeron: Nocardia 

brasiliensis cepa HUJEG-1 la cual ha sido utilizada en trabajos previos y de 

la cual se obtuvo la proteína P61 (catalasa) para purificación y 

secuenciación aminoacídica. Se analizaron además 17 cepas de Nocardia 

brasiliensis obtenidas de la colección del Servicio de Dermatología, del 

Hospital Universitario "José Eleuterio González" (ver Tabla 1). 

Tabla 1. Cepas de Nocardia brasiliensis de la colección del LIID (Laboratorio 
Interdisciplinario de Investigación Dermatológica), Servicio de Dermatología del 
Hospital Universitario "José E. González" utilizadas en este estudio. 

CEPA 
Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 
Nocardia brasiliensis NCTC10300 
Nocardia brasiliensis cepa 1 
Nocardia brasiliensis cepa 5 
Nocardia brasiliensis cepa 7 
Nocardia brasiliensis cepa 8 
Nocardia brasiliensis cepa 13 
Nocardia brasiliensis cepa 22 
Nocardia brasiliensis cepa 31 
Nocardia brasiliensis cepa 32 
Nocardia brasiliensis cepa 33 
Nocardia brasiliensis cepa 38 
Nocardia brasiliensis cepa 48 
Nocardia brasiliensis cepa 51 
Nocardia brasiliensis cepa 53 
Nocardia brasiliensis cepa 54 
Nocardia brasiliensis cepa 81 
Nocardia brasiliensis cepa 84 
Nocardia brasiliensis cepa 91 



También se incluyeron cepas tipo de los géneros Nocardia, Actinomadura, 
Gordona, Rhodococcus, Streptomyces y Tsukamureiia (Ver Tabla 2). 

Tabla 2. Otras especies de actinomicetos, diferentes a N. brasiliensis, utilizados 
en este estudio. 

ESPECIE 
Nocardia asteroides NCTC 6761 
Nocardia asteroides LCDC 91005 
Nocardia asteroides LCDC 91352 
Nocardia asteroides LCDC 930637 
Nocardia asteroides LCDC 940238 
Nocardia asteroides LCDC 950355 
Nocardia asteroides LCDC 960153 
Nocardia brevicatena A TCC15333 
Nocardia carnea A TCC 06847 
Nocardia farcinica NCTC 11134 
Nocardia nova ATCC33726 
Nocardia otitidiscaviarum NCTC 1934 
Nocardia transvalensis A TCC 6865 
Actinomadura madurae NCTC 5654 
Actinomadura pelletieri A TCC 33685 
Gordona bronchialis A TCC 25582 
Gordona rubropertinctus A TCC 14352 
Gordona sputi ATCC 33610 
Gordona terraeATCC25594 
Rhodococcus aichiensis A TCC 33611 
Rhodococcus chubuensis A TCC 33609 
Rhodococcus coprophilus A TCC 29080 
Rhodococcus erythropolis A TCC 4277 
Rhodococcus equiATCC 6939 
Rhodococcus luteus A TCC 35014 
Rhodococcus maris A TCC 35013 
Rhodococcus rhodochrous A TCC 13808 
Streptomyces albus subsp. albus A TCC 03004 
Streptomyces griseus NCTC 4523 
Streptomyces lavendulae A TCC 8664 
Streptomyces rimosus subsp. rimosus A TCC 10970 
Streptomyces somaliensis A TCC 19437 
Streptomyces somaliensis A TCC 33201 
Tsukamureiia paurometabolum ATCC25938 



Los cultivos de las cepas utilizadas para preparar biomasa fueron 

cultivadas en botellas con agar inclinado de Dextrosa-Sabouraud (Difco, 

Detroit, Michigan); estos cultivos se incubaron de 7 a 10 días a 30 °C. 

Cuando se observó el crecimiento máximo, los cultivos fueron examinados 

para determinar pureza. Posteriormente se inactivaron con calor a 80 °C por 

30 minutos, se cosecharon por centrifugación y se lavaron con agua 

destilada para eliminar restos del medio de cultivo. 

3.3 Extracción del DNA con Bromuro de Cetil-Trimetil de 

Amonio (CTAB). 

Para la extracción del DNA se utilizó la técnica del bromuro de cetil-

trimetil amonio (63). De los cultivos crecidos en agar Dextrosa-Sabouraud 

se transfirieron de 2 a 3 asadas de cada especie de bacterias a tubos limpios 

y estériles que contenían agua estéril. Posteriormente se inactivaron las 

células con calor por 30 minutos a 80 °C en baño maría. Ya inactivadas las 

bacterias se molieron con varillas de vidrio con extremo redondeado hasta 

que se formó una suspensión homogénea (sin la presencia de 

conglomerados de células). 

Después se lavaron dos veces con agua destilada estéril y las 

suspensiones celulares se transfirieron a tubos Eppendorf de 1.5 mL 



(Brinkmann Instruments, Westbury, N.Y.). Se centrifugaron y se decantó el 

sobrenadante. Los paquetes celulares se resuspendieron en 500 \iL de buffer 

Tris-EDTA (TE), pH 8.0. Se agregaron 50 \iL. de lisozima 10 mg/mL 

(Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, U.S.A.). Los tubos se incubaron por 2 

horas a 37 °C en un baño de agua con agitación constante (Precisión 

Scientific Inc., Chicago, Illinois, U.S.A.). Se añadieron 70 jiL. de SDS al 10 

% y 6 |iL. de Proteinasa K 10 mg/mL (BioRad Laboratories, Richmond, 

California) y se incubaron por 10 horas a 37 °C con agitación suave y 

constante. 

Después de transcurrido el tiempo de incubación se añadieron 100 \iL 

de NaCl 5 M y se agitó levemente. En seguida, se agregaron 80 \iL de 

solución de CTAB/NaCl. Se agitó lentamente hasta formar una suspensión 

blanquecina. Se incubó a 65 °C por 10 minutos. Se agregó un volúmen igual 

(aprox. 700 nL) de cloroformo:alcohol isoamílico, 24:1 y se agitó el tubo 

hasta homogenizar completamente. Se procedió a centrifugar la muestra a 

temperatura de laboratorio por 5 minutos a 3000 r.p.m. El sobrenadante se 

transfirió a un tubo Eppendorf limpio y se adicionaron 0.6 volúmenes de 

isopropanol frío concentrado. Se agitó suavemente el tubo hasta observar la 

formación de hebras de DNA. 



Las hebras de DNA se transfirieron a un tubo limpio y estéril en 

donde se lavaron dos veces con 750 jiL de etanol al 70 %v En ambas 

ocasiones se removió el etanol con una micropipeta. La hebra de DNA se 

dejó secar a temperatura ambiente para posteriormente resuspenderla en 

200 ¿iL. de buffer TE IX en donde se almacenó a 4 °C hasta su posterior 

análisis. 

3.4 Determinación de Pureza del DNA por Electroforesis en gel 

de Agarosa al 1.5%. 

Se colocaron 0.39 g de Agarosa (Gibco BRL, New York, U.S.A.) en 

un matraz de Erlenmeyer y se agregaron 26 mL de buffer TAE IX. Se 

disolvió con calor y agitación constante. Después se dejó enfriar hasta 

aproximadamente 55 °C y se agregaron 5 jiL de Bromuro de Etidio 10 

mg/mL (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, U.S.A.). 

La agarosa se vació en la cámara de electroforesis y se dejó 

solidificar. Se retiraron el peine y los contenedores y se agregó más buffer 

TAE IX a la cámara hasta que alcanzó aproximadamente 1 mra sobre el gel 

de agarosa. Se mezclaron 8 |iL de los extractos de DNA obtenidos con 2 \iL 

de buffer de carga 5X y se cargaron en los pozos del gel. Se colocaron los 

electrodos y los geles se corrieron por 1 hora a 60 volts. La calidad del 



DNA se determinó por examen de los geles con luz ultravioleta, en donde la 

presencia de bandas únicas nos determinaba una buena calidad y en cambio 

la presencia de barridos de DNA nos indicaba que la muestra no era óptima 

para utilizarla en exámenes posteriores. 

3.5 Cuantificación del DNA 

Para la cuantificación del DNA se utilizaron dos métodos: 

3.5.1 Método Espectrofotométrico. 

Se colocó 1 mL de buffer TE IX en una celda para luz ultravioleta 

(LUV) y se calibró el espectrofotómetro a 0 de absorbancia. Se añadieron 

10 \iL de muestra, se mezclaron por inmersión y se tomó las lecturas de 

absorbancia a 260 nm. 

La concentración del DNA se determinó con el siguiente cálculo: 

[DNA]= (Factor de dilución)* (Factor de conversión a ng/fiL=50) 
(Lectura de absorbancia a 260 nm). 

* Factor de dilución = Volumen total en la celda 
Volumen de la muestra 

La concentración resultante se expresó en ng/fiL. 



3.5.2 Comparación contra Estándares de Concentración. 

Los estándares de cuantificación de DNA (Gibco BRL, New York, 

U.S.A.) fueron diseñados para cuantificar DNA de doble cadena en geles 

teñidos con Bromuro de Etidio. El sistema consiste de 6 soluciones 

estandarizadas de DNA de fago X a diferentes concentraciones. Se 

utilizaron estándares de concentración de 15, 31, 63, 125, 250 y 500 ng/6 

l¿L. De cada uno de los estándares se tomaron 6 |iL que fueron calentados 

por 10 minutos a 65 °C y enfriados en hielo antes de su uso. Estos 

estándares fueron colocados en los pozos de un gel de agarosa al 1 % y el 

tamaño se determinó utilizando un marcador de 1 kpb (Gibco BRL, New 

York, U.S.A.). 

El buffer utilizado en la electroforesis fue Tris-Acetato y contenía 

Bromuro de Etidio, 0.5 ng/mL. La electroforesis fue realizada a 50 V hasta 

que el Azul de Bromofenol recorrió 2/3 partes de la longitud del gel. En los 

pozos también se colocó 1 fiL de las muestras de DNA al lado de los 

estándares de concentración. La intensidad de las bandas fue proporcional a 

la concentración del DNA. 



3.6 Determinación del fragmento NB10-NB11 por PCR de 

muestras de DNA de Actinomicetos 

Las muestras de DNA de los diferentes actinomicetos en estudio 

fueron examinados para determinar la presencia del fragmento NB10-NB11 

del gen de la catalasa de N. brasiliensis• 

Estas muestras se ajustaron a una concentración de 20 ng/jiL para ser 

utilizados en el ensayo de PCR. En la Tabla 3 se muestra la mezcla 

utilizada en el ensayo de la Reacción en Cadena de la Polimerasa. 

Tabla 3. Mezcla utilizada en el ensayo de PCR.* 

REACTIVO VOLUMEN 
H20 bidestilada 12.5 nL 
MgCl2 25 mM 2.5 nL 
Buffer DNA TaqPolimerasa 10X 2.5 nL 
Iniciadores 50 ng/juL 2.5 nL 
DNTP'slOmM 2.5 Ut 
Taq Polimerasa 5 U//iL 0.05 nL 

* Esta mezcla se agregó a 2.5 îL del DNA 20 ng/jiL. 



El programa de PCR que se utilizó fue el siguiente. Un período inicial 

de desnaturalización a 94°C por 1 minuto. Después un período de 

desnaturalización de 92°C por 40 segundos. La alineación de los iniciadores 

se llevó a cabo a 60°C por 40 segundos. Se dio un período de extensión a 

75°C por 1.5 min. Estas tres temperaturas se repitieron 30 veces en un 

termociclador PTC-200 de MJ Research (Watertown, Mass., U.S.A.). 

Finalmente se dio un período final de extensión de 5:00 minutos a 75°C. 

Se examinaron las muestras obtenidas por PCR en geles de Agarosa 

al 1.5% para determinar la presencia de bandas correspondientes al 

fragmento NB10-NB11 (250 pb aprox.). Como marcadores de peso 

molecular se utilizó la escala de 100 pb (100-bp ladder, Gibco BRL). 

3.7 Ensayos de Southern blot 

Debido a que las reacciones de PCR pueden ser negativas si hay 

polimorfismo o deleciones en los sitios de alineación de los iniciadores 

corroboramos los resultados de PCR mediante Southern blot. 

Como primera referencia necesitábamos saber el tamaño del 

fragmento de DNA que contiene este gen en N. brasiliensis. Idealmente 

necesitábamos utilizar un ensayo que nos diera una sola banda en el 



Southern blot. Para ello utilizamos, en ensayos preliminares, varías enzimas 

para cortar el DNA de N. brasiliensis HUJEG-1 y elegimos BamW por dar 

una sola banda de hibrídización. Las muestras de DNA a analizar se 

digirieron con la siguiente mezcla: 

Se mezclaron 1 |iL de buffer 3 específico para la enzima BaniHl con 

0.15 \iL de KNA'sa 10 mg/mL. En seguida se agregaron 0.5 \iL de la 

enzima de restricción 10 u/jiL y finalmente se adicionaron 4 jig de DNA. Se 

completó a un volumen de 10 fiL con H2O bidestilada estéril y se incubó por 

un tiempo de 4 a 6 horas a 37°C. La mezcla de la digestión enzimàtica fue 

posteriormente analizada por electroforésis en gel de agarosa al 0.8%. Los 

10 jiL de la reacción se mezclaron con 1 jiL de buffer de carga y se dejó 

corriendo a 25 volts durante toda la noche. 

Los geles obtenidos con los digeridos enzimáticos se les trató de la 

siguiente manera: Se sumergieron en HC1 0.25 M por un tiempo de 10 

minutos con agitación suave y constante.-De" aquí los geles se les quitó el 

exceso de HC10.25 M y se colocaron en un recipiente conteniendo NaOH 

0.25 M. En este recipiente se dejaron por 30 minutos con agitación 

constante. 



Posteriormente se llevó a cabo la transferencia utilizando el Sistema 

Turboblotter (Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) mostrado en la 

Figura 3. 

FIGURA 3-.Sistema de Transferencia Turboblotter para el paso del DNA 

de gel de agarosa a un filtro de Nylon (marca Nytran). 



3.8 Obtención del Amplicón NB10-NB11 

El amplicón NB10-NB11 que utilizamos como sonda en los ensayos 

de Southern blot se obtuvo a partir de DNA genómico de Nocardia 

brasiliensis cepa HUJEG-1 utilizando una reacción de PCR de 200 ¿iL que 

incluía la siguiente mezcla: 

H20 bd 100 fiL 

MgCl225mM 20 

Buffer DNA TaqPolimerasa 10X 20 \iL 

Iniciadores NB10-NB11 50 ng/^iL 20 \lL 

DNTP's 10 mM 20 ^L 

Taq Polimerasa 5 U/jxL 0.4 nL 

El programa de PCR que se utilizó incluyó los siguientes pasos: 

94°C -1:00 minuto 

92°C - 40 segundos 

60°C - 40 segundos 

75°C-1:30 minutos 

75°C - 5:00 minutos 

4°C -Final 

30 ciclos 



3.9 Purificación del Ámplicón NB10-NB11 

La puríñcación del ámplicón se obtuvo según la Figura 4, en donde 

la muestra conteniendo el ámplicón NB10-NB11 se corrió en un gel de 

Agarosa de Bajo Punto de Fusión (LMP) al 1 % (Gibco BRL, New York, 

U.S.A.) que se preparó de la siguiente manera: 

Se pesaron 0.30 g de Agarosa de Bajo Punto de Fusión (LMP) y se 

agregaron 30 mL de buffer TAE IX. El matraz se calentó hasta disolver 

completamente la agarosa. Esta se dejó enfriar y se agregaron 5 y,L de 

Bromuro de Etidio, 10 mg/mL. Después al solidificar se retiró el peine y los 

contenedores. 

Posteriormente se agregaron la muestra del ámplicón (200 p.L) y el 

marcador de Peso Molecular de 100 pb a los pozos del gel y se corrió la 

Electroforesis por 1 hora a 60 Volts. Con la ayuda de la lámpara de luz 

Ultravioleta se localizó la zona del gel que contenía el ámplicón NB10-

NB11 y se cortó con un bisturí para colocarlo en tubos Eppendorf. El gel 

conteniendo al ámplicón se calentó a 70°C para licuarlo. Para la 

purificación se utilizó el kit Wizard PCR Preps (Promega, WI, U.S.A.) en 

donde se procedió de la siguiente manera: 



Se añadieron 700 \lL de resina antes de solidificarse y se agitó 

vigorosamente. La mezcla se pasó a través de una minicolumna. Esta 

minicolumna se lavó dos veces con Isopropanol al 80 % (1 mL en cada 

lavado). Se centrifugó a 12000 r.p.m. por 1 minuto y se agregaron 50 ¿iL de 

agua caliente directamente al filtro sin tocarlo y se esperó un minuto para 

permitir la disolución del DNA. Se centrífugo a 12000 r.p.m. por un minuto 

y se utilizó otro tubo Eppendorff limpio y estéril como receptor del 

amplicón ya purificado. Este amplicón NB10-NB11 se guardó a 4°C hasta 

su utilización. Antes de utilizarse en los ensayos de Southerrn blot, el 

amplicón NB10-NB11 fue cuantificado al compararlo contra estándares de 

concentración en un gel de Agarosa al 1.5 %. Los estándares utilizados 

fueron marcadores de 100-pb a una concentración de 100 ng/jiL. 



OBTENCION Y PURIFICACION DE SONDA NBIO-NBI1 Gel Agarosa Low 
Melting Point 1% 

» • 

I'» i l HI 

N. biwilietisis 
HUJEG-1 

Extracción 
DNA 

*PCR Rx 200 uL 
con NB10-NB11 

Agr ia r resina 
y mezclar 

Centrifugar y 
calentar a 70 

Minicolumna H 4 Lavar con isopro-
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alOOOOxg 

Amplicón NB10-NB11 
purificado 

Centrifugar por 20 seg 
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FIGURA 4-.Obtención y purificación del amplicón NB10-NB11 a partir de 

DNA genómico de Nocardia brasiliensis. 



3.10 Mareaje del Amplicón NB10-NB11 

En la figura 5 se resume la metodología utilizada para el mareaje del 

amplicón NB10-NB11, en donde se colocaron 6 \iL del Amplicón NB10-

NB11 (100 ng/pL) en tubo Eppendorff. Se agregaron 44 \iL de agua miliQ 

estéril y se centrifugaron a 12000 r.p.m. por 30 segundos. El tubo 

conteniendo al amplicón se calentó a ebullición por un tiempo de 5 minutos. 

Después de este tiempo se pasó a hielo inmediatamente y se dejó aquí 

por un tiempo de 5 minutos, con el objetivo de mantener separadas las 

cadenas de DNA. Se centrifugó otra vez por 30 segundos para llevar al » 

fondo del tubo el volumen total de la muestra. Se agregaron 50 fiL del 

reactivo de mareaje (Peroxidasa) y se mezcló el tubo vigorosamente. 

Se agregaron 50 jiL de Glutaraldehído para enlazar covalentemente la 

Peroxidasa al amplicón. Se mezcló bien y se centrífugo brevemente en la 

microcentrífuga para colectar el contenido en el fondo del tubo. Después se 

incubó a 37 0 C por 10 minutos. Ya marcada la sonda se agregó a los tubos 

de Hibridización. 



MARC A JE DE SONDA NB 10 - NB11 

Colocar lOuLdcsondaNBlO-NBll 
en tubos Eppendorf 

Añadir 40 uL deH 2 Omil iQ 

Centrifugar Enfriar rápidamente en 
hielo x 5 minutos 

Calentar x 5 min el DNA 

Añadir 50 uL de reactivo de 

mareaje del DNA. Mezclar. 

Añadir SO uL de Glutaraldehído. Incubar a 37 °C por 
Mezclar. 10 o 15 minutos. 

FIGURA 5-.Sistema de Mareaje de la sonda NB10-NB11 con Peroxidasa 

(Kit ECL, Amersham, Ilinois, USA). 

3.11 Hibridización 

El filtro de Nylon marca Nytran que contenía el DNA digerido 

enzimaticamente se humedeció con SSC 2X y se colocó sobre una malla de 

Nylon. El filtro y la malla se envolvieron y se colocaron en un tubo de 

hibridización en donde se agregaron 80 mL de SSC 2X para pegar la malla 

a la pared del tubo de hibridización y depués se retiró el SSC 2X. 



Se añadieron 10 mL de Buffer de Hibridización precalentado (ECL, 

Amersham, Illinois) y se colocó el tubo en el horno de Hibridización marca 

Autoblot (Bélico glass, Inc., Vineland, N.J., U.S.A.). Se dejó 1 hora a 42 °C 

cuidando que no se formarán burbujas en el tubo. Depués de la hora se 

agregó la sonda cuidando de no tocar el filtro de Nylon marca Nytran (se 

tomaron 0.5 mL de buffer de hibridización y se mezclaron con la sonda, se 

agregaron al fondo del tubo de hibrización sin tocar el filtro y se lavaron las 

puntillas 1 ó 2 veces). El filtro junto con la sonda NB10-NB11 se dejaron 

toda la noche incubando a 42 0 C. 

3.12 Lavado y Detección 

Después de la incubación se retiró la sonda NB10-NB11. El filtro se 

lavó dos veces con Buffer de Lavado Primario (SDS al 0.4 % y SSC 0.5 X) 

a 55 ° C por 10 minutos cada lavado y se mantuvo en el horno. Después se 

lavó dos veces con Buffer de Lavado Secundario (SSC 2 X) a temperatura 

ambiente en un recipiente por 5 minutos cada lavado. El exceso de Buffer 

de Lavado Secundario se retiró y el filtro fue colocado en Tin recipiente, en 

donde se agregaron 10 mL de reactivo de detección 1 y 10 mL de reactivo 

de detección 2 (kit ECL, Amersham, Illinois). 



Se humedeció todo el filtro con los reactivos y se incubó con el 

substrato por 2 minutos. Después de este tiempo se secó el papel filtro para 

remover el exceso de reactivos de detección y se envolvió en papel Saran 

Wrap. El filtro se colocó un Hypercassette™ de 18 X 24 cm(Amersham 

Life Science, England). Después en un cuarto obscuro se colocó una hoja de 

«U Tfcjf 

autorradiografía (Hyperfilm -ECL , Amersham Life Science, England) y 

se expuso por un tiempo de 5 minutos. En seguida se removió la hoja de 

autorradiografía y se reveló. 

3.13 Límite de Detección del método de PCR para fragmento 

NB10-NB11 DE Nocardia brasiliensis 

El límite de detección del método de PCR se determinó mediante dos 

procedimientos mostrados en la Figura 6. 

3.13.1 Límite de detección a partir de una muestra con 

concentración conocida de DNA. 

Se prepararon 100 |iL de una solución de DNA 4 ng/^iL que fueron 

cuantificados con los estándares de masa para ser mas exactos. De aquí se 

realizaron diluciones a partir de esta solución. Las diluciones que se 

prepararon fueron las siguientes: 



0.4 ng/(iL, 40 pg/|xL, 4 pg/^L, 0.4 pg/^iL, 40 fg/jiL, 4 fg/^L, 0.4 

fg/jiL, 0.04 fg/|iL y 0.004 fg/jiL. 

De cada dilución se tomaron 2.5 \iL que se mezclaron con los 

siguientes reactivos para llevar a cabo PCR utilizando los iniciadores 

NB10-NB11 y NOC3-NOC4: 

H20 bd 12.5 nL 

MgCl225 mM 2.5 \iL 

Buffer PCR Taq Pol 10 X 2.5 

NB10-NB11 50 ng/}iL 2.5 ^L 

NOC3-NOC4 50 ng/jiL 2.5 |iL 

DNTP's 10 mM 2.5 nL 

Taq Polimerasa 5U/|iL 0.05 \iL 

Se realizó el siguiente método de PCR en el Termociclador PTC 200: 

92 °C - 1 minuto 

92 °C - 60 segundos 

60 °C - 60 segundos )>- 30 ciclos 

72 °C - 60 segundos 

72 °C -10 minutos 



3.13.2 Límite de detección a partir de una muestra con 

concentración conocida de células. 

A partir de un cultivo de células de Nocardia brasiliensis crecidas en 

agar Sangre se pasaron algunas asadas a un tubo de ensayo limpio y estéril 

que contenía de 2 a 3 gotas de agua estéril. Las bacterias se molieron con 

varilla de vidrio hasta que se formó una solución homogénea. 

Después a la suspensión se agregaron 5 mL de agua bidestilada estéril 

y se centrífugo a baja velocidad (600 - 900 r.p.m.) por un tiempo de 10 

minutos para dejar en suspensión solo las células que se encontraban en 

forma individual o en fragmentos cortos. El sobrenadante fue examinado al 

microscopio para determinar si las células estaban en forma individual. 

Después de este tiempo, se transfirió 1 mL del sobrenadante a un tubo 

conteniendo 9 mL de agua (dilución 1:10) y así se realizaron mas diluciones 

sucesivamente. De los tubos con cada dilución se pasaron 0.1 mL de 

-muestra a cajas~con Hgar Sangre para determinar la concentración celular 

del tubo original que fue guardado en refrigeración a 4 ° C hasta que se 

determinó su concentración. Se realizó siembra por triplicado de cada una 

de las diluciones. Las muestras se extendieron en toda la superficie de las 

placas con una varilla de vidrio en forma de "L" y girando las placas 6 



veces. Estas placas se incubaron de 3 a 4 días a una temperatura de 30 °C y 

analizadas posteriormente para determinar concentración celular. El conteo 

se realizó en las placas que presentaban entre 30 y 300 colonias crecidas. 

Este conteo se realizó en las tres repeticiones de cada dilución y se obtuvo 

un promedio. La concentración inicial se obtuvo de la siguiente manera: 

[células inicial]= (Número de células) (Factor de dilución) (10) 

= células / mL. 

Después de determinar la concentración, se realizaron una serie de 

diluciones a partir del tubo inicial para posteriormente llevar a cabo 

extracción de DNA de cada una de los tubos. Las diluciones que se 

realizaron fueron las siguientes: 1 x 106 células, 5 x 105 células, 1 x 105 

células, 5 x 104 células, 1 x 104 células, 5 x 103 células, 1000 células, 500 

células, 100 células, 50 células, 10 células, 5 células, 2 células y 1 célula. 

De estas diluciones se procedió a realizar extracción del DNA utilizando la 

técnica descrita anteriormente (Método de CTAB) para posteriormente 

realizar PCR utilizando los iniciadores NB10-NB11 así como los 

iniciadores NOC3-NOC4. 



Nocardia 
hrasilicnsis 

*Cuantificación celular •Extracción del DNA 
(método de CTAB) 

Agar fiangrc 

•Cuantif icación del DNA 

•Diluciones celulares •Diluciones de DNA 

•Extracción del DNA 

FIGURA 6-Ximite de sensibilidad del método de PCR utilizado para la 

detección del fragmento NB10-NB11 a partir de diluciones de células y 

diluciones de DNA. 



4. RESULTADOS 

4.1 Microorganismos y condiciones de cultivo 

Los microorganismos utilizados se sembraron en botellas con agar 

Sabouraud y se colocaron en incubación a 30 °C por un tiempo que varió 

entre los 3 y los 10 días. Después de este tiempo se realizó estudios de las 

características microscópicas de las colonias. En el estudio microscópico se 

observó la morfología típica de los actinomicetos que presentan ima 

apariencia similar a los hongos con ramificaciones de hifas. 

4.2 Extracción del DNA con CTAB 

Las muestras de DNA que se obtuvieron por precipitación con CTAB 

fueron lavados con etanol al 70 % y se les agregaron 200 fiL de agua miliQ 

estéril. Se pusieron en refrigeración a 4 °C por un tiempo de 48-72 horas 

para disolver el DNA. Posteriormente, las muestras de DNA fueron 

examinadas por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para determinar su 

calidad. Se observó que algunos DNA presentaban una alta degradación por 

lo que se procedió a repetir algunas extracciones de DNA. Las muestras que 

no presentaban degradación fueron almacenados a 4 °C hasta su utilización 

en ensayos de PCR o de digestión enzimàtica. 



Los DNA fueron cuantificados por medio del método 

espectrofotómetrico con Luz Ultravioleta y las concentraciones variaron 

desde los 200 ng/^L hasta los 2000 ng/\iL. 

Otro método que se utilizó para determinar la concentración de los 

DNA obtenidos fue el de comparación contra una serie de estándares de 

concentración que fueron corridos en gel de agarosa junto con los DNA de 

nuestros actinomicetos. Las concentraciones que se obtuvieron fueron 

similares a las obtenidas por el método Espectrofotométrico (Figura 7). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
«fc-i c=3i esi e » f » . ta? f ^ i ^ o p o p ; 

.. u j C á i s i -
1-. Marcador de DNA 1 kpb 

.. u j C á i s i - 2-. 15 ng/uL 

1 3-. 31 ng/uL 

y 4-. 63 ng/uL 
5-. 125 ng/uL 

* ^ ^ ^ ^ 6-. 250 ng/uL 
7-. 500 ng/uL 

• . * . • 8-12. Cepas de N.brasilierisis. 

FIGURA 7-. Cuantifícación de DNA de especies de actinomicetos 
mediante el uso de estándares de concentración. 



4.3 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando 

iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOC4. 

De todos los actinomicetos que se estudiaron por PCR se observó que 

en el caso de todas las cepas de Nocardia brasiliensis presentaron un 

producto de amplificación de aproximadamente 250 pb cuando se utilizaron 

los iniciadores NB10 y NB11 que amplifican un fragmento del gen de la 

catalasa de Nocardia brasiliensis (Figura 8). Entre las cepas positivas al 

fragmento estaba incluida la cepa HUJEG-1 de Nocardia brasiliensis. 

FIGURA 8-. PCR de DNA genómico de cepas de Nocardia brasiliensis 
con iniciadores NB10-NB11. 



Algunas especies de actinomicetos diferentes a Nocardia brasiliensis 

presentaron este fragmento (Figura 9). Todas las especies analizadas en 

este estudio fueron positivas en los ensayos de PCR cuando se utilizaron los 

iniciadores NOC3 y NOC4 que amplificaban una región de aprox. 200 pb 

del gen que codifica para el RNA ribosomal 16S (Resultados no 

mostrados). 

Entre las especies que dieron positivas para el fragmento N610-

NB11 se encontraron del género Nocardia a Nocardia nova y de otros 

géneros a Gordona sputi. Del género Rhodococcus fueron positivas R. equi, 

R. erytropolis y R. chubuensis. 

A todas las cepas de actinomicetos analizados se les realizó ensayos 

de Southern blot con el fin de determinar si dichos fragmentos eran iguales 

al de Nocardia brasiliensis. 



I y 13-.Marcador de DNA de 100 pb 
2-. S. somaliensis ATCC33201 
3- .S. somaliensis ATCC19437 
4-, R. rhodochrous ATCC 13808 
5-. R. erythropolis ATCC 04277 
6-. R. equi ATCC 06939 
7-, R. chubuensis ATCC 33609 
8- G. Ierrae ATCC 25594 
9-. G. rubropertinctus ATCC 14352 
10-.G. sputi ATCC 33610 
11-G. bronchialis ATCC 25592 
\2-.A. pelleticri ATCC 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 13-.N. otitidisacaviarum ATCC 14629 

Ensayo de PCR de DNA gcnómico de actinomicetos con iniciadores NB10 y NB11 

FIGURA 9-. PCR de DNA genómico de actinomicetos con iniciadores 

NB10-NB1I. 

:En la Tabla 4 se enlistan losTesultados obtenidosde la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los iniciadores NB10-NB11 así 

como NOC3-NOC4 de diferentes especies del género Nocardia. 



Tabla 4-. Análisis por PCR de DNA genómico de especies de Nocardia 
con iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOC4. 

Microorganismo NB10-NB11 NOC3-NOC4 
Nocardia brasiliensis HUJEG-1 + + 
Nocardia brasiliensis NCTC10300 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 1 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 5 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 7 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 8 4. -L Nocardia brasiliensis cepa 8 i 1 
Nocardia brasiliensis cepa 13 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 22 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 31 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 32 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 33 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 38 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 48 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 51 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 53 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 54 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 81 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 84 + + 
Nocardia brasiliensis cepa 91 + + 

Nocardia asteroides NCTC 6761 - + 
Nocardia asteroides LCDC 91005 - + 
Nocardia asteroides LCDC 91352 - + 
Nocardia asteroides LCDC 930637 - + 
Nocardia asteroides LCDC 940238 - + 
Nocardia asteroides LCDC 950355 - + 
Nocardia asteroides LCDC 960153 - + 
Nocardia brevicatena A TCC15333 - + 
Nocardia carnea ATCC06847 - + 
Nocardia farcinica NCTC 11134 - + 
Nocardia nova A TCC 33 726 + + 
Nocardia otitidiscaviarum NCTC 1934 - + 
Nocardia transvalensis ATCC 6865 - + 

+ Fragmento presente en el PCR. 
- Fragmento ausente en el PCR 



En la Tabla 5 se muestran los resultados de PCR obtenidos con los demás 
géneros de actinomicetos analizados en este estudio. Se presentan además 
los resultados obtenidos con los iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOC4. 

Tabla 5-. Resultados de los ensayos de PCR con DNA genómico de otros 
géneros de Actinomicetos con iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOC4. 

Microorganismo NB10-NB11 NOC3-NOC4 
Actinomadura madurae + 
Actinomadura madurae NCTC 5654 + 
Actinomadura pelletieri A TCC 33685 - + 
Gordona bronchialis A TCC 25582 - + 
Gordona rubropertinctus A TCC 14352 » . + 
Gordona sputi A TCC 33610 + + 
Gordona terrae A TCC 25594 - + 
Rhodococcus aichiensis A TCC 33611 - + 
Rhodococcus chubuensis A TCC 33609 + + 
Rhodococcus coprophilus A TCC 29080 - + 
Rhodococcus erytropolis A TCC 4277 + + 
Rhodococcus equiATCC 6939 + + 
Rhodococcus luteus A TCC 35014 - + 
Rhodococcus maris A TCC 35013 - + 
Rhodococcus rliodochrous A TCC 13808 - + 
Streptomyces albus subsp. albus ATCC 03004 - + 
Streptomyces griseus NCTC 4523 - + 
Streptomyces lavendulae A TCC 8664 - + 
Streptomyces rimosus subsp. rimosus A TCC 10970 - + 
Streptomyces somaliensis - + 
Streptomyces somaliensis A TCC 19437 - + 
Streptomyces somaliensis A TCC 33201 - + 
Tsukamurellapaurometabolum ATCC25938 - + 

+ Fragmento presente en el PCR. 
- Fragmento ausente en el PCR. 



4.4 Digestión Enzimàtica del DNA 

El DNA obtenido de Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 fue 

digerido con las enzimas de restricción BamHl y iscoRI. Con ambas 

enzimas se observó que el DNA de esta cepa presentaba muchos sitios de 

corte al correr el DNA digerido en un gel de agarosa al 0.8 %. Cuando los 

DNA digeridos enzimàticamente se pusieron en contacto con la sonda 

NB10-NB11 marcada con Peroxidasa se observó hibridización con una 

banda de aproximadamente 1.7 kpb en el digerido con BamVH y con una 

banda de aprox. 3 kpb en el caso del DNA digerido con EcoRl (Figura 10). 

FIGURA 10-.Digestión enzimàtica de DNA genómico de Nocardia 
brasiliensis HUJEG-1 con enzimas de restricción BamHl (2) y EcoKL (3). 
Marcadores de peso molecular (1 y 4). 



Se eligió BamYU. para digerir las muestras de DNA de las demás 

cepas de Nocardia brasiliensis así como de los otros géneros de 

actinomicetos debido a que se observaron muchos sitios de corte (Figura 

11) a diferencia de £coRI que no digería bien las muestras de DNA. 

FIGURA 11-. DNA genómico de cepas de Nocardia brasiliensis 
digeridas con la enzima de restricción BamHL 

En las demás cepas de Nocardia brasiliensis se observó al igual que 

en Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 la presencia de la banda de 

hibridización de 1.7 kpb cuando se pusieron en contacto con la sonda 

NB10-NB11. 



En el caso de las especies diferentes a Nocardia brasiliensis que 

fueron positivas para este fragmento en los ensayos de PCR se observó que 

al digerir los DNA con la enzima BamEl, algunas especies dieron la 

presencia de bandas de hibridización con la sonda NB10-NB11 en los 

ensayos de Southern blot. Aunque, a diferencia de N. brasiliensis estas 

especies presentaban bandas de diferente peso molecular (Figuras 12 y 13). 

kpb \-.N. brasiliensis N C T C 10300 

7 — 2-.A. pclletieri A T C C 33385 
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3 — 4- .N. b revienten a A T C C 15333 

5-.N. transvalensis A T C C 06865 
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6-.N. nova A T C C 3 3 7 2 6 
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S o u t h e r n b l o t d e D N A g e n ó m i e o s o n d e a d o c o n f r a g m e n t o N B 1 0 - N B 1 1 d e 
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FIGURA 12-.Southern blot de DNA de actinomicetos digeridos con 

la enzima BamHi y utilizando la sonda NB10-NB11. 
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1 — 1-.R. chubuensis ATCC 33609 

S-.S. somaliensis ATCC 19437 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 9-.S. somaliensis ATCC 33201 

Southern blot de DNA genómieo sondeado con fragmento NB10-NB11 de 
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FIGURA 13-.Southern blot de DNA de actinomicetos digeridos con 

la enzima BamRl y utilizando la sonda NB10-NB11. 

En la Tabla 6 se presentan los resultados comparativos entre los ensayos de 

PCR y de Southern blot para los actinomicetos examinados en este trabajo. 



Tabla 6-, Resultados de Southern blot utilizando la sonda NB10-NB11 y de 

PCR con iniciadores NB10-NB11 de especies de Actinomicetos. 

Especie PCR SOUTHERN 
BLOT 

TAMAÑO DE 
BANDAS (kpb) 

Cepas de TV. brasiliensis + + 1.7 

N. asteroides NCTC 6761 - -

N. farcinica A TCC 03318 - + 1.5 

N. nova ATCC 33726 + + 1.15,3.0 

N. carnea ATCC 06847 - -

N. transvalensis ATCC06865 - -

N. brevicatena ATCC 15333 - -

N. otitidiscaviarum ATCC 14629 - -

A. pelletieri A TCC 33385 - -

A. madurae ATCC 19425 - -

S. somaliensis A TCC 1943 7 - -

S. somaliensis ATCC 33201 - -

R. equi ATCC 06939 + + 2.7, 5.0 

R. erythropolisATCC04277 + + 5.3,5.5,7.0 

R. chubuensis ATCC33609 + + 9.0 

R. rhodochrousATCC 13808 

G. bronchialis ATCC25592 - + 1.1 

G. sputiATCC33610 + + 10 

G. terrae ATCC 25594 - + 0.7 

G. rubropertinctus A TCC 14352 -



4.5 Análisis por secuenciación de los amplicones obtenidos con los 

iniciadores NB10-NB11 

De las especies que fueron positivas para el PCR con NB10 y NB11 

se aislaron y purificaron los amplicones obtenidos con el Kit Wizard PCR 

de la forma descrita anteriormente y se secuenciaron en un Secuenciador 

Automático de Nucleótidos Modelo ABI377-A con el estuche Prism-Ready 

basado en Ampli-Taq CS y Polimerasa (Applied Biosystems, Fostercity, 

California). Cada reacción de secuenciación contenía 100 ng de DNA. Una 

concentración de 3.2 pM, 8 \ú de Prism-Ready, Mies y todo eso fue sujeto a 

25 ciclos de desnaturalización (96 °C, 30 segundos), alineamiento (50 °C, 

15 segundos) y extensión (60 °C, 4 minutos). La secuenciación fue 

realizada por Robert Vogrig en el Federal Laboratory for Health Cañada en 

Winnipeg, Cañada. Las secuencias fueron editadas utilizando el programa 

Chromas y se alinearon manualmente. Este análisis de alineamiento se 

muestra en la Figura 14. 
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FIGURA 14-. Secuencias nucleotídicas del fragmento NB10-NB11 de 

actinomicetos positivos al PCR. 

Aquí observamos que existen zonas del fragmento NB10-NB11 que 

están altamente conservadas como son las zonas de unión de los iniciadores 

NB10 y NB11. En la parte interna de la zona de alineamiento del iniciador 

NB11 es donde se observó la mayor variación de la secuencia nucleotídica 

así como en la zona central del amplicón. 



Al realizar la comparación de las secuencias se observó mayor 

similitud entre Nocardia brasiliensis y N. nova (88.4 %). La similitud fue 

disminuyendo en las demás especies, teniendo una similitud con respecto a 

Nocardia brasiliensis del 86.8 % en el caso de Rhodococcus erythropolis y 

de un 83.6 % en Gordona sputi. La secuencia de Rhodococcus equi tuvo 

una similitud del 80 % con respecto a Nocardia brasiliensis. 

También se observó que las secuencias de Gordona sputi y de 

Rhodococcus erythropolis eran muy similares entre sí. Esta similitud 

corresponde probablemente al grado de relación ñlogenética existente entre 

las especies mencionadas. 

Al revisar la secuencia del fragmento NB10-NB11 de Nocardia 

brasiliensis se observó que existe una secuencia central que es reconocida 

por la enzima de restricción Sacñ y que no esta presente en las otras 

especies que dieron positivas para el ensayo de PCR. 

Después de analizar las secuencias nucleotídicas de los diferentes 

amplicones proseguimos a analizar si estas diferencias en la secuencia 

nucleotídicas afectaban en la traducción a aminoácidos (Figura 15). 
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FIGURA 15-. Secuencias aminoacídicas codificadas por el fragmento 

NB10-NB11 de actinomicetos positivos al PCR. 

En esta figura se muestran las secuencias aminoacídicas de Nocardia 

brasiliensis y las otras especies positivas al PCR con iniciadores NB10 y 

NB11, en donde se observaron resultados semejantes a los obtenidos en el 

análisis de las secuencias nucleotídicas. 



Aquí se observó que la mayor similitud observada con respecto a N. 

brasiliensis fue de un 87.3 % correspondiente a Nocardia nova. 

Esta similitud fue disminuyendo hasta alcanzar un 82.7 % en el caso 

de Rhodococcus erythropolis y Gordona sputi y de un 79.3 % en el caso de 

Rhodococcus equi con respecto a Nocardia brasiliensis. La comparación de 

la secuencia de N. brasiliensis con otras especies negativas al PCR como el 

caso de Streptomyces violaceus y S. coelicolor demostró que existe menor 

similitud en la secuencia aminoacídica (71.2% y 56.3% respectivamente). 

En las especies positivas al PCR se observaron secuencias 

aminoacídicas que estaban altamente conservadas hacia el extremo amino 

terminal así como la zona central. La mayor zona de variación se observó 

hacia el extremo carboxi-terminal. Al igual que en el análisis de las 

secuencias nucleotídicas se observó una mayor similitud entre Rhodococcus 

erythropolis y Gordona sputi entre sí. 



4.6 Límite de Detección del PCR 

Para determinar el límite de detección del método de PCR 

procedimos a realizar diluciones tanto de células como de DNA. En las 

Figuras 16 y 17 se muestran los resultados obtenidos. 

4.6.1 Límite de detección con diluciones de células. 

1-. Marcador 100 pb 
2-. 920,000 ccls. 
3-. 500,000 cels. 
4-. 100,000 cels. 
5-. 50,000 cels. 
6-. 10,000 cels. 
7-. 5,000 cels. 
8-. 1,000 cels. 
9-. 500 cels. 
10-. 100 cels. 
11-. 50 cels. 
12-. 10 cels. 
13-. 5 cels. 
14-. 2 cels. 
15-. 1 cels. 
16-, Marcador 100 pb 

PCR de Ai brasilicnsis con NB10-NB11 utilizando diluciones de células. 

FIGURA 16-. PCR de diluciones de células de Nocardia brasiliensis 

utilizando los iniciadores NB10 y NB11. 



En la figura 16 se observó que en todas las diluciones que se realizaron que 

eran desde los 920,000 células hasta una célula se obtuvo la presencia del 

amplicón NB10-NB11. Este ensayo se realizó por duplicado para corrobar 

los resultados obtenidos y en ambos ensayos los resultados fueron los 

mismos además de que se utilizó una solución sin células como blanco para 

este ensayo. 

4.6.2 Límite de detección con diluciones de DNA. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

PCR con iniciadores NB10-NB11 (A) y NOC3-NOC4 (B) de diluciones 
de DNA de Nocardia brasiliensis 

FIGURA 17-. PCR de diluciones de DNA de Nocardia brasiliensis 

utilizando los iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOC4. 



En la figura 17 se aprecian las amplificaciones realizadas con los 

pares de iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOC4, en donde observamos 

que para los iniciadores NB10-NB11 la amplificación del fragmento se 

obtuvo hasta una concentración de 1 pg de DNA y para los iniciadores 

NOC3-NOC4 se amplificó un fragmento hasta una concentración 10 veces 

menor (100 fg de DNA). 



5. DISCUSION 

En este estudio se seleccionó P61 para su análisis debido a que es una 

proteína inmunodominante que induce la formación de anticuerpos en 

pacientes con micetoma. Hasta ahora no se ha caracterizado prácticamente 

ningún antígeno proteico de Nocardia brasiliensis y de acuerdo a los datos 

de secuenciación y fisicoquímicos la proteína P61 es una enzima de tipo 

catalasa. Dado que las catalasas son enzimas conservadas entre diferentes 

géneros, en nuestro estudio determinamos si otros actinomicetos 

productores de-micetoma comparten secuencias similares. Estudiamos 

también especies de actinomicetos que aunque no producen 

actinomicetomas, si se encuentran agrupadas junto con el género Nocardia 

en el subgrupo 1 de bacterias que contienen ácidos micólicos. Dentro de 

este grupo 22 (Actinomicetos Nocardioformes), de la novena edición del 

Manual de Bacteriología Determinativa de Bergey se incluyen los géneros 

Gordona, Rhodococcus y Tsukamurella (34). 

En primer lugar se observó en los ensayos de PCR y Southern blot 

que todas las cepas de Nocardia brasiliensis incluyendo a la cepa HUJEG-1 

fueron positivas para el fragmento NB10-NB11-, por lo que sospechó que 

este fragmento del gen de la catalasa está altamente conservado en esta 

especie y no presenta polimorfismo de fragmentos de longitud, al menos en 



las cepas y en las condiciones de laboratorio estudiadas. En cambio, se ha 

observado que en otros organismos, el gen de la catalasa puede presentar 

variaciones e inclusive puede observarse la pérdida completa del gen lo que 

afecta la virulencia de algunas bacterias como Mycobacterium tuberculosis 

(33,67). 

En nuestros ensayos de PCR utilizamos como control positivo a los 

iniciadores NOC3-NOC4 que amplificaban un fragmento de 

aproximadamente 200-pb del gen que codifica para el RNA ribosomal de 

16S. Este fragmento esta altamente conservado en los actinomicetos 

examinados, lo que se demostró al obtener la amplificación de este 

fragmento en todas las especies que se les realizó el ensayo de PCR. 

Debemos de considerar que en el estudio se incluyeron estreptomicetos y 

maduromicetos y los resultados confirman la cercanía de estos 

microorganismos a los Nocardioformes. 

Algunos microorganismos de especies diferentes al género Nocardia 

como el caso de Rhodococcus erythropolis ATCC 04277, R. equi ATCC 

06939, R, chubuensis ATCC 33609 y G. sputi ATCC 33610 fueron 

positivos para el fragmento NB10-NB11. Estos resultados concuerdan con 

la clasificación que incluye al género Nocardia junto con los géneros 



Rhodococcus, Gordona y Tsukamurella en el grupo 22, de actinomicetos 

nocardioformes (34). 

Nocardia asteroides anteriormente formaba un taxón heterogéneo 

con muchas posibles subvariedades (8). Recientemente este complejo ha 

sido dividido en 3 especies: Nocardia asteroides sensu stricto, N. nova y N. 

farcinica. Aunque estas especies pueden ser diferenciadas por su capacidad 

de utilizar algunas fuentes de carbono, por su crecimiento a 45 °C así como 

por sus diferentes patrones de ácidos micólicos o sensibilidad a antibióticos, 

estos métodos son lentos y frecuentemente no son definitivos (64). 

En nuestros experimentos observamos resultados distintos con estas 

tres especies del complejo N. asteroides: N. asteroides sensu stricto fue 

negativa tanto para el PCR como en el Southern blot N. farcinica fue 

negativa para el PCR pero positiva en el Southern blot, en donde se 

observó una banda de 1.5 kpb que hibridizó con la sonda NB10-NB11. En 

contraste, N. nova fue positiva en el PCR y en el Southern blot presentando 

bandas de 1.15 y 3.0 kpb. 

Estos resultados concuerdan con la actividad enzimàtica reportada 

para estas especies en donde N. asteroides es catalasa negativa y N. 

farcinica y N. nova son positivas (13). Los resultados de Southern blot de 

N. farcinica y N. nova reflejan diferencias a nivel de nucleótidos, por lo que 



también se explica el resultado negativo del PCR en N. farcinica. La 

presencia de cambios en los sitios de alineamiento de los iniciadores no 

permiten la formación del amplicón; sin embargo en el caso del Southern 

blot la sonda puede reconocer el sitio interno del fragmento (por estar 

conservado) y por lo tanto se obtiene una banda de hibridización en el 

ensayo de Southern blot. En estudios posteriores será importante determinar 

las secuencias completas de los genes para catalasas de Nocardia nova y N. 

farcinica para diseñar una prueba específica que facilite la identificación de 

estos microorganismos. 

En los demás géneros se observó que los microorganismos que 

fueron positivos para el PCR con los iniciadores NB10-NB11 también 

fueron positivos para el Southern blot pero las bandas observadas fueron de 

diferente tamaño molecular. En estos géneros también se presentaron 

especies que siendo negativas para el PCR dieron positivas en el Southern 

blot. Gordona terrae ATCC 25594 presentó una banda de 0.7 kpb y 

Gordona bronchialis ATCC 25592 una banda de 1.1 kpb. El motivo de este 

cambio es quizá el mismo que para Nocardia farcinica, esto es, diferencias 

en la secuencia nucleotidica en los sitios de alineamiento de los iniciadores 

para PCR 



En el caso de las especies que presentaban mas de una banda de 

hibridización, se dedujo que esto puede deberse a la presencia de varios 

sitios de reconocimiento para la enzima de restricción que se encuentran en 

la parte interna del fragmento y por lo tanto al colocar la sonda se 

reconocen varías bandas dentro del digerido enzimàtico; otra explicación 

puede ser la presencia de varias catalasas con secuencias similares como en 

el caso de Streptomyces coelicolor (24) o algunas Micobacterias (67). 

Los resultados de Southern blot indican que estos microorganismos 

poseen catalasas semejantes a la de Nocardia brasiliensis. La cercanía 

filogenètica se observó claramente en las especies que dieron positivas para 

el ensayo de PCR con los iniciadores NB10-NB11. Al compararlas y buscar 

el grado de homología, se observó que existe un mayor grado de homología 

en la secuencia nucleotídica de Nocardia nova con respecto a la de 

Nocardia brasiliensis (88.4 %), esto debido a que pertenecen al mismo 

género y poseen mas características comunes. Este grado de relación en la 

secuencia fue disminuyendo en el caso de las otras especies de 

actinomicetos que fueron positivos para el ensayo de PCR. 

Las diferencias en la secuencia de aminoácidos codificados por esta 

secuencia de nucleótidos presentaron resultados similares al de nucleótidos 



en donde se observó que la mayor similitud de la secuencia de aminoácidos 

de N. brasiliensis, la presentaba Nocardia nova. 

Para determinar el límite de detección del método de PCR utilizado 

en este estudio, nosotros realizamos diluciones de células así como 

diluciones de DNA obtenido de Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1. En el 

caso de las diluciones celulares se llevó cabo el ensayo por duplicado y en 

todas las concentraciones celulares se obtuvo la presencia del amplicón 

NB10-NB11 (de 1 a 920,000 células). En este experimento se utilizó una 

muestra blanco libre de células para descartar una posible contaminación de 

células por el uso de la micropipeta, obteniéndose un resultado negativo en 

la amplificación con dicha muestra. En algunos reportes se han obtenido 

amplificaciones hasta de 0.1 UFC al utilizar un ensayo de PCR 

"empalmado" (42) 

Al determinar el límite de detección del PCR a partir de diluciones de 

DNA, nosotros utilizamos los iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOC4. En 

este experimento observamos que el método de PCR era mas afín para el 

par de iniciadores NOC3-NOC4, ya que se amplificó una banda hasta una 

concentración de 100 fg de DNA a diferencia de los iniciadores NB10-

NB11 que amplificaron una banda a una concentración 10 veces mayor (1 



pg de DNA). Estos resultados son aproximados a los reportados por 

Miyazaki (42) al utilizar diluciones de DNA obtenidos de Mycobacterium 

tuberculosis, en donde logró una amplificación hasta los 10 fg de DNA en 

un PCR "empalmado". 

Las catalasas de diferentes microorganismos poseen un amplio rango 

en el tamaño de sus subunidades, una variedad de estructuras cuaternarias y 

al menos dos grupos prostéticos, además de diferencias en la secuencia 

aminoacídica (39). En base a la diversidad en la función y en la secuencia, 

las catalasas se dividen en 3 grupos principales: 

l)Las Catalasas Monofuncionales, que son producidas por muchas 

bacterias, plantas, hongos y animales. Este tipo de catalasa poseen una 

actividad de peroxidasa débil y se subdividen en base al tamaño de la 

subunidad en catalasas con subunidades pequeñas (55 a 69 kDa) y con 

subunidades grandes (75 a 84 kDa). Las catalasas monofuncionales se 

encuentran principalmente en forma de tetrámeros pero también existen 

dímeros y hexámeros, además de estructuras inusuales de heterotrímeros. 

De acuerdo al peso molecular y a la secuencia nucleotídica, la P61 de 

Nocardia brasiliensis pertenece a este grupo de catalasas monofuncionales 

con subunidad pequeña. Las catalasas monofuncionales comparten una 



estructura central en forma de barril p que contiene al grupo hemo. El 

acceso al grupo hemo es por medio de canales angostos que limitan la 

entrada a moléculas pequeñas, explicando en parte, la débil actividad de 

peroxidasa entre estas catalasas. Las catalasas poseen un alto índice de 

conversión, lo que sugiere la presencia de rutas de entrada y salida 

independientes que previenen la interferencia entre el H2O2 entrante y el O2 

que se libera. 

2)Las Catalasas-Peroxidasas que están presentes solo en bacterias y 

hongos. Son parecidas a las peroxidasas de plantas y hongos en secuencia 

pero poseen subunidades mas grandes (aprox. 80 kDa). 

3)Las Catalasas sin grupo hemo. Existen solo 3 enzimas de diferentes 

especies de bacterias. En estas enzimas la actividad es derivada de un centro 

de reacción rico en manganeso por lo que se les denomina 

"pseudocatalasas". 

Las catalasas juegan un papel muy importante en la virulencia 

bacteriana principalmente por combatir éT^estalIido oxidativo" de los 

fagocitos humanos en los cuales una NADPH oxidasa genera grandes 

cantidades del ion superóxido (02 ). El bajo pH dentro del fagolisosoma 

convierte el O2 en H2O2 que es letal para las bacterias que carecen de 

catalasa (39). En N. brasiliensis se desconoce mucho sobre los factores 



presentes en el microorganismo que favorecen la infección. La clonación 

del gen para P61 y la producción en células de Nocardia brasiliensis AfertN 

permitirá determinar si esta enzima es importante para evadir este sistema 

de defensa. 



6. CONCLUSIONES 

1. El fragmento NB10-NB11 del gen de la catalasa está altamente 

conservado en las cepas de Nocardia brasiliensis. 

2. En algunos actinomicetos de los géneros Gordona y Rhodococcus 

existen secuencias similares al fragmento NB10-NB11. Esto se 

confirmó mediante ensayos de Southern blot en donde las especies 

que fueron positivas al fragmento NB10-NB11 presentaron bandas de 

hibridización a la sonda NB10-NB11 pero de diferente tamaño 

molecular. 

3. El fragmento NB10-NB11 está presente en especies del género 

Nocardia que están muy relacionadas a Nocardia brasiliensis, como 

es el caso de Nocardia farcinica y Nocardia nova. 

4. El límite de detección del PCR utilizado fue de 1 pg de DNA 

utilizando los iniciadores NB10-NB11 y de 2 células realizando 

diluciones de una suspensión celular con el mismo grupo de 

iniciadores, por lo que se concluye que el método de PCR es muy 

eficiente en la detección de este fragmento y que será muy útil su 

aplicación en muestra clínicas. 
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APENDICE 

PREPARACION DE SOLUCIONES 

a) Para la extracción de DNA 

1-.Buffer TE 10 X (Tri-EDTA) 

lOOmM Tris/HCl, pH 8.0 

lOmMEDTA 

Disolver en agua destilada. Esterilizar. Almacenar a temperatura 

ambiente. 

2-.Lisozima 10 mg/mL 

Disolver 10 mg de Lisozima en 1 mL de agua destilada. Almacenar 

en alícuotas de 500 \iL a temperatura de -20 °C por no mas de 1 año. 

3-.SDS al 10%-. Pesar 10 g. de SDS y aforar a 100 mL con agua 

destilada. Mantener en alícuotas de 500 jiL a -20 °C por no mas de 1 año. 

4-.Proteínasa K10 \igl\iL-. Pesar 10 mg de Proteínasa K y agregar 1 

mL de agua destilada. Mantener a -20 °C. 

5-.NaCl 5 M-. Pesar 29.2 g. de NaCl y aforar a 100 mL de agua 

destilada. Esterilizar. Almacenar a temperatura ambiente por no mas de 1 

año. 



6-.Solución de CTAB/NaCl, 

Disolver 4.1 g de NaCl en 80 mL de agua destilada. Mientras se 

agita, se agregan 10 g de CTAB (Bromuro de Cetil, Trimetil Amonio). Si es 

necesario, calentar la solución a 65 °C para disolver. Aforar el volumen 

final a 100 mL con agua destilada. Almacenar a temperatura ambiente. 

7-.Cloroformo:Alcohol Isoamílico. 24:1 

Mezclar 24 volúmenes de Cloroformo con 1 volumen de Alcohol 

Isoamílico. Almacenar a temperatura ambiente. 

8-Isopropanol. Almacenar a temperatura ambiente. 

9-.Etanol al 70 %. Mezclar 70 mL de alcohol etílico concentrado 

con 30 mL de agua destilada. 

10-.Tris-HCl 2 M. Disolver 6.06 g de Tris en 17.5 mL de agua 

bidestilada. Ajustar a pH 7.5 con HC1 y aforar a 25 mL con agua 

bidestilada. 

b)Para la Electroforesis en Gel de Agarosa al 1.5% 

l-.Agarosa al 1.5%. Pesar 0.39 g. de agarosa y disolver en 26 mL de 

buffer TAE IX. Calentar y agitar. 

2-.Buffer TAE 5QX. Pesar 242.2 g de Tris y disolver en 400 mL de 

agua bidestilada. Agregar 200 mL de EDTA 500 mM y 57.1 mL de Acido 



Acético Glacial. Ajustar a pH de 8.0 y aforar a 1 litro. Esterilizar en 

autoclave. 

3-.Buffer TAE IX. Tomar 2 mL de buffer TAE 50 X y aforar a 100 

mL con agua bidestilada. Esterilizar en autoclave. 

4-.Buffer de carga 6X. Mezclar 5 mL de Glicerol con 250 nL de 

buffer TAE 40 X. Mezclar vigorosamente. Agregar 1 mL de Azul de 

bromofenol saturado y 1 mL de Xilencianol al 10 %. Agregar 2.75 mL de 

agua bidestilada. Almacenar a 5 °C. 

c) Para realizar las digestiones enzimáticas del DNA 

1-.Ribonucleasa A. Pesar 10 mg de Ribonucleasa A (Sigma 

Chemicals Co., St. Louis, MO) y aforar a 1 mL con agua bidestilada estéril. 

Separar en alícuotas de 50 \iL de enzima. Almacenar a -20 °C por no mas 

de 6 meses. 

2-.HC1 0.25 M. A 20 mL de Acido Clorhídrico concentrado se le 

agregan 980 mi de agua destilada. 

3-.NaOH 0.25 M. Pesar 10 g de NaOH y aforar a un litro en un 

matraz de aforación. 



d) Para la purificación de los amplicones NB10-NB11 

l-.Agarosa de Bajo Punto de Fusión (LMP) al 1 %. Pesar 0.30 g 

de agarosa LMP y agregar 30 mL de buffer TAE IX. Disolver con calor. 

e) Para los ensayos de Southern blot 

1-.Buffer SSC 20X. Pesar 88.23 g de Citrato de Sodio. Disolver en 

agua bidestilada. Agregar 175 g de NaCl y agitar. Aforar a 1 litro. 

2-,-BufTer de Lavado Primario. Pesar 4 g de SDS. Agregar 25 mL 

de SSC 20 X y aforar a un litro con agua bidestilada. 

3-.Buffer de Lavado Secundario. Colocar 100 mL de SSC 20 X en 

un matraz y aforar a un litro de agua bidestilada. 

f) Para los ensayos de la determinación del Límite de Detección del 

método de PCR. 

i-.Agar Sangre. Preparar un litro de agar bacteriológico. Esterilizar 

en autoclave por 15 minutos a 15 lbs/plg2. Enfriar a 55 °C y agregar sangre 

de carnero hasta una concentración final del 5 %. 
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