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propósito y Método del estudio: Nocardia asteroides, Nocardia farcinica y Nocardia 
nova producen infección sistemica en los seres humanos. Hasta el momento las 
pruebas para la identificación de estas especies solo se reali?an en laboratorios de 
referencia. El objetivo del presente trabajo fue identificar un antígeno in mu nodo min ante 
de Nocardia asteroides que pueda ser utilizado para desarrollar una prueba diagnóstica 
rápida que sea utilizada en la mayoría de los laboratorios de análisis clínicos. El 
antigeno inmunodommante se identificó mediante la respuesta de anticuerpos en el 
suero de ratones BALB/c infectados e inmunizados con las tres especies de Nocardia 
mediante la técnica de Western-blct. El antígeno identificado se aisló a partir de un 
extracto celular, y se determinó su secuencia N-terminal. A partir de esta secuencia se 
diseñaron iniciadores consenso con lo que se amplificó el gen correspondiente et cual 
se clonó en vector T. 

Contribuciones y Conclusiones: Mediante el análisis de la respuesta de 
anticuerpos fue posible identificar un antigeno inmunodominante de Nocardia 
asteroides sensi/ stricto. Este antígeno no desencadenó reacción cruzada con N. 
farcinica y N. nova, además indujo respuesta de anticuerpos en ratones infectados. La 
secuencia N-terminal identificó a la proteína como una tiolasa. Después del diseño de 
iniciadores consenso para el gen del antígeno seleccionado, se amplificó el gen de 
tiolasa a partir del DNA genómico de N. asteroides sensu stricto. El producto 
amplificado se clonó en vector T. La secuencia nucleotídica del producto amplificado 
de N. asteroides, presenta un 77% de similitud con Nocardia farcinica. Las diferencias 
encontradas, hacen a esta proteína un buen candidato para desarrollar una prueba 
diagnóstica. 
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INTRODUCCIÓN 

Las bacterias del género Nocardia son bacterias aerobias, saprofitas, 

que se encuentran en la naturaleza en el suelo, madera, vegetales y espinas. 

(1, 2, 3). En regiones secas con clima cálido se encuentran millones de 

actinomice'os del género Nocardia por gramo de tierra (2). 

En el año de 1888 Nocard, aisló de un bovino con mastitis, un 

micro-organismo aerobio, filamentoso. Un ano más tarde Tre visan creó el 

género Nocardia, y Nocardia farcinica se consideró como la especie tipo (4). En 

1890, Eppinger aisló un organismo similar de un paciente con una enfermedad 

sistèmica; este organismo fue nombrado Cladothrix asteroides, sin embargo en 

1896 fue renombrado como Nocardia asteroides (6). Actualmente Nocardia 

asteroides es considerada la cepa tipo de este grupo de microorganismos (6). 

1.1 Aspee : j s microbiológicos. 

A finales de 1890 se reconoció un grupo de microorganismos 

filamentosos que semejaban a hongos y bacterias. Estos organismos fueron 

nombrados Actinomicetos. Originalmente los Actinomicetos comprendían 4 

géneros: Actinomyces, Streptomyces, Nocardia y Mycobacterium (6). Hasta la 

fecha se han descrito más de 40 géneros de Actinomicetos (6). 



Los géneros bacterianos Corynebacterium, Rhodococcus, Gordonia, 

Tsukamurella, Nocardia y Mycobacterium están filogenétícamente relacionados 

(7, 8, 9, 10, 11, 12). Para la diferenciación taxonómica de estos géneros se han 

desarrollado diversas técnicas, entre ellas el análisis químico de los 

componentes de la pared celular, en donde Corynebacterium, Rhodococcus, 

Nocardia y Mycobacterium se han clasificado dentro del tipo IV por los 

carbohidratos de su pared celular y patrón de azucares tipo A (arabinosa y 

galactosa) (8). La pared celular de las bacterias del género Corynebacterium 

pose ácidos micólicos cuyas cadenas varían entre 20-38 átomos de carbono, en 

el caso de Rhodococcus las cadenas son de 34-66, para Nocardia son de 44-

60 y para Mycobacterium de 60-90 (6). Estas características se han utilizado 

como criterio taxonómico para diferenciar especies de Mycobacterium (6, 8). 

También se ha utilizado para la clasificación bacteriana la composición de sus 

ácidos nucleicos, en donde estos géneros presentan un alto contenido de (% 

molar) guanina-citosina: 52-68% para Corynebacterium, 59-69% para 

Rhodococcus, 60-72% para Nocardia y 62-70% para Mycobacterium (8, 9, 13). 

Los análisis previamente mencionados hacen evidente las similitudes 

bioquímicas y estructurales que existen entre estas bacterias. Desde el punto 

de vista inmunológico, dichas similitudes se ponen de manifiesto en las 

reacciones cruzadas observadas con sueros inmunes contra uno u otro género. 

El género Nocardia fue definido por Goodfellow y Minnikin como 

actinomicetos gram positivos, aerobios, de desarrollo lento, que producen 

micelio aéreo y que se fragmentan en elementos coccoides y bacilares (6). Los 



filamentos ramificados en el micelio aéreo tienen un diámetro que varía de 0.3 a 

1.5 nm. De acuerdo a sus características tintoreales, (as bacterias del género 

Mycobacterium son ácido-alcohol resistentes, mientras que Nocardia y 

Rhodococcus lo son parcialmente (6). 

Nocardia asteroides es una especie heterogénea que puede incluir por lo 

menos a una docena de subgrupos distintos; Nocardia farcinica y Nocardia 

nova comparten algunas propiedades con N. asteroides (14). Por este motivo 

algunas especies fueron consideradas dentro de un grupo llamado complejo 

Nocardia asteroides (14, 15). 

1.2 Patología y formas clínicas de la infección. 

N. asteroides, N. brasiiiensis y N. otitidiscaviarum, son las tres especies 

que causan la mayoría de las infecciones en humanos (16). En el hombre, 

cerca del 80% de los casos de nocardiosis pulmonar y sistèmica es causada 

por N. asteroides, el 15% por N. brasiiiensis y el 1% por N. otitidiscaviarum. (16, 

17, 18). 

Las infecciones por Nocardia spp. pueden agruparse en una amplia 

gama de enfermedades de acuerdo a la via de infección y las subsecuentes 

manifestaciones clínicas y características anatomopatológicas (16). Estos 

grupos incluyen: nocardiosis pulmonar y sistemica, nocardiosis localizada 



cutánea y subcutánea, infección linfocutánea (enfermedad esporotricoide) y 

actinomicetomas (16, 19). 

El actinomicetoma se presenta como un nodulo indoloro en el sitio de la 

lesión, que en el transcurso de unas semanas o meses se observa la formación 

de fístulas, por (as que drena material seroso, serosanguinolento o purulento 

(14). Este material contiene granulos que están constituidos por células 

inflamatorias y colonias macroscópicas del microorganismo. La lesión se puede 

diseminar a músculo o hueso. 

N. asteroides, también produce en la mayoría de los casos, infección 

sistémica caracterizada por supuración sin presencia de granos, originando 

la enfermedad conocida como nocardiosis. N. asteroides es el principal 

agente causal de la nocardiosis en Norte América (20), donde esta enfermedad 

se presenta principalmente en sujetos inmunocomprometidos (21, 22). 

La nocardiosis es una enfermedad que generalmente afecta a los 

pulmones y puede llegar a diseminarse a otro órgano. En la infección pulmonar 

las lesiones pueden ser dispersas o formar un absceso grande y confluente. 

Histológicamente se observa granulación y fibrosis del tejido que rodea las 

áreas de necrosis. En los abscesos, N. asteroides se encuentra dispersa en 

forma de redes: esto constituye el pseudogránula, en donde también se 

encuentra:; una gran cantidad de leucocitos polimorfo nucleares, células 

plasmáticas, linfocitos y fibrina (23). 



La infección de los pulmones puede permanecer localizada, o 

diseminarse por extensión directa. Sin embargo, aproximadamente 23-25% de 

los casos presentan diseminación hematógena. Durante la diseminación 

hematógena el cerebro representa el principal blanco tanto para lesiones 

primarias o secundarias pero también se pueden presentar lesiones en piel, 

riñon, ojos y corazón (14). 

La .ocardicsis frecuentemente mimetiza otras enfermedades como: 

tumores, varios tipos de cáncer, infecciones piógenas, tuberculosis y una 

variedad de infecciones por hongos por lo que en ocasiones no es 

diagnosticada correctamente (16). 

Las diferentes formas clínicas de infecciones por Nocardia se observan 

en todo el mundo, sin embargo en las regiones de temperatura templada se 

observan infecciones causadas por Nocardia asteroides, mientras que en las 

regiones cálidas tropicales y subtropicales predominan las infecciones 

causadas por Nocardia brasifiensis (16). Las infecciones causadas por Nocardia 

otitidiscavicirum parecen no tener predilección geográfica. 

1.3 Respuesta inmune. 

El estudio de la respuesta inmune en los individuos con infecciones 

causadas por Nocardia, demuestra que los mecanismos de resistencia 

inespecífica tienen un papel primordial en la protección contra estos 



microorganismos (24). Las bacterias del género Nocardia son fácilmente 

fagocitadas, sin embargo su muerte depende de la virulencia y de las 

caracterial cas de su pared celular (24). Las cepas virulentas de N. asteroides 

inhiben la fusión fagosoma-lisosoma, disminuyendo la fosfatasa ácida 

lisosomal, lo que le permite crecer dentro de los macrófagos (25). Así mismo 

estas cepas producen y secretan una superóxido dismutasa y tienen niveles 

elevados de catalasa intracítoplasmática (26). Ambas enzimas protegen in vitro 

a las bacterias de la muerte producida por el estallido oxidativo fagolisosomal 

de los polimorfonucleares (26). 

Con respecto a la respuesta inmune humoral, algunos estudios sugieren 

que los anticuerpos favorecen la infección por Nocardia (27). Para evaluar el 

papel de los linfocitos B en la resistencia a la infección, se infectaron ratones 

CBA/N (deficientes de linfocitos B) con N. asteroides y no se detectaron 

anticuerpos, a diferencia de la presencia de anticuerpos en los ratones 

normales. Posteriormente ambas cepas de ratones fueron retadas por segunda 

ocasión con Nocardia asteroides y se observó que los ratones que no producían 

anticuerpos eran más resistentes a la infección que los ratones normales. 

Además los estudios de inmunoprotección utilizando sueros inmunes no han 

tenido éxito hasta la fecha (28, 29, 30). 

Recientemente, Salinas-Carmona y Pérez-Rivera describieron una 

respuesta IgM específica que se presenta a los 7 días postinfección; se observó 

que estos anticuerpos evitan eí desarrollo de micetoma en un modelo 



experimental de actinomicetoma por N. brasiliensis en ratones BALB/c. Esto 

sugiere fuertemente que los anticuerpos IgM son los efectores humorales 

responsables de la protección en contra de N. brasiliensis (31). 

Se ha observado que existe un mayor riesgo de infecciones por Nocardia 

cuando existe deficiencia en la inmunidad mediada por células (16, 17). Se ha 

demostrado que los linfocitos T interactúan con subpoblaciones de linfocitos T 

y con macrófagos, para aumentar la capacidad microbicida de los macrófagos. 

Los ensayos de transferencia adoptiva de linfocitos T de ratones inmunizados 

con Nocardia, a ratones deficientes de células T, demostraron que después de 

la inyección intravenosa de Nocardia en estos últimos, hay una eliminación 

más rápida de las bacterias (17). En estudios realizados in vitro, los macrófagos 

activados, mostraron una mejor actividad microbicida cuando se incubaron con 

linfocitos T previamente sensibilizados con Nocardia (17, 32). 

1.4 Infecciones en humanos. 

A partir de los años noventa se ha observado un aparente incremento de 

las infecciones causadas por Nocardia. En pacientes con síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) por el virus de la in mu nod eficiencia humana 

(VIH) se ha reconocida con mayor frecuencia infecciones diseminadas por 

bacterias del género Nocardia (33, 34, 35, 36, 37, 38, 39). Es importante aclarar 

que más del 60% de los casos de infecciones por Nocardia se presentan en 

pacientes inmunocomprometidos (40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47), el 50% 



restante se presentan en sujetos inmunocompetentes (48), observándose en la 

mayoría de los casos infecciones cutáneas (49) aunque éstas también se han 

reportado en pacientes inmunocompremetidos (50, 51). 

Existe un número creciente de informes de casos de infecciones 

sistémicas causadas por N. asteroides, N. farcinica y N. nova; la mayoría de 

estos casos se refieren a enfermos estudiados fuera de México. En e! ano 2000 

en un hospital para enfermos con tuberculosis en la India, reportaron una 

prevalencia de nocardiosis pulmonar de 1.4%; sin embargo, el diagnóstico lo 

realizaron mediante pruebas de hipersensibilidad tardía para Nocardia (40). 

En .'apón, en el centro para la investigación de agentes patógenos, 

estudiaron infecciones causadas por Nocardia en el periodo 1991-2002 y 

encontraron que el 72.3% correspondían a N. asteroides; además reportaron 

que el principal factor predisponente fue el uso de terapia inmunosupresora y la 

edad de los pacientes, oscilaba entre los 61 y 80 años de edad (41). En adultos 

mayores también se ha reportado infección del sistema nervioso central por 

Nocardia asociada a otro agente patógeno, tal como Aspergillus fumigatus (42, 

52). 

En el norte de Italia, un grupo de investigadores, realizó un estudio 

retrospectivo que comprendió el periodo de 1982-992 y encontraron 30 casos 

de nocardiosis; el 83.3% de los casos fueron producidos por N. asteroides y 

13.3% por N. farcinica (53). Además de inmunosupresión, encontraron como 



factor predisponente importante enfermedad pulmonar previa con presencia de 

fibrosis pulmonar. El mismo grupo reportó 26 casos en el período 

1993-1995; nuevamente N. asteroides ocupó el primer lugar causando el 

69.2% de las infecciones, N. farcinica 19.2%, N. nova 7.6% y N. brasiiiensis 

3.8% (54). 

En España, en el Hospital Ramón y Cajal, Pintado analizó la incidencia 

de infecciones por Nocardia en un periodo de 24 años (1978-2001) y encontró 

34 casos (55). El 97% de estas infecciones fueron causadas por bacterias 

pertenecientes al complejo Nocardia asteroides. La infección pulmonar ocurrió 

en el 41 % de los casos y el 85% tenían como antecedente inmunosupresión y/o 

enfermedad pulmonar. 

En Chile, en el hospital Dr. Sotero del Río, reportaron en el año 1995, 

tres casos de Infección diseminada por N asteroides en pacientes 

inmunocompetentes (56) y en 1996 un caso en un receptor de transplante renal 

<57). 

En México, solo hay un informe de infecciones sistémicas causadas por 

Nocardia en pacientes infectados por el VIH, estudio realizado en el Instituto 

Nacional de la Nutrición "Salvador Subirán". En este informe se describe un 

incremento en la frecuencia de infecciones por Nocardia; de 0.3% en el año 

1985 a 1.8% en el año de 1989 (58). 



En la infección sistèmica por Nocardia, la localización pulmonar ocupa el 

primer lugvr y se han reportado casos en pacientes con transplante renal, 

pulmonar, cardiaco y de médula ósea (57, 59, 60, 61, 62, 63, 64). La infección 

pulmonar también se ha reportado en personas inmunocompetentes (65, 66). 

Según el estudio de Canet, en pacientes con transplante renal, existe un 

incremento en el número de infecciones por Nocardia cuando se introduce un 

nuevo agente inmunosupresor (43). En este estudio reportaron una incidencia 

de infecciones de 0.2 % en pacientes que recibieron ciclosporina A, a diferencia 

de 2% en pacientes que recibieron tacrolimus (43). 

En cuanta a las infecciones del sistema nervioso central, el primer 

reporte de absceso cerebral se realizó en el año 1950, en un paciente de Texas 

(67), y el último reporte se hizo en Diciembre del 2004, en Turquía (68). En 

algunos reportes de los años sesentas, los abscesos cerebrales se presentaron 

en pacientes con infección primaria pulmonar y el agente etiológico reportado 

fue N. asteroides (69, 70, 71). En 1994, Mamelak analizó los 131 casos 

reportados desde 1950 a 1993, 11 de ellos estudiados por su grupo en un 

periodo de 23 años (72). Los hallazgos reportados fueron: edad promedio 42 

años ± 15.1 años, relación varón:mujer 2.3:1, 34% recibían tratamiento 

inmunosupresor y solo el 5% era seropositivo para el VIH. 



Las infecciones de sistema nervioso central con frecuencia son 

confundidas con masas tumorales lo que retrasa el inicio del tratamiento 

apropiado (44). Además de los pacientes inmunosuprimidos, también se han 

reportado casos de infección en pacientes con inmunodeficiencia secundaria, 

tal como en personas diabéticas (41, 45). 

Recentemente también se han reportado infecciones por Nocardia en 

sujetos jóvenes y/o sin afección inmunológica, siendo primordialmente infección 

localizada, sin embargo algunas de estas infecciones son de tipo sistèmico (44, 

73, 74, 75, 76, 77). 

En la edad pediátrica, las infecciones por Nocardia son poco frecuentes y 

cuando se presentan lo hacen en niños con algún tipo de inmunodeficiencia 

primaria, como la enfermedad granulomatosa crónica (78, 79, 80) o en 

pacientes con enfermedad autoinmune (81). En el año 2000 se reportó el caso 

de una niña de 9 años, previamente sana, con neumonía y abscesos 

cerebrales por Nocardia (82) y en el año 2003, el de un lactante de 2 meses 

sin factores predisponentes, quien desarrollo nocardiosis diseminada (83). 

Además de infecciones sistémicas graves, la infección por Nocardia se 

presenta como infección primaria cutánea y linfocutánea (84, 85, 86, 87). 

Algunas formas clínicas de infección menos frecuentes incluyen: meningitis, 

sinusitis esfenoidal, pericarditis, masa mediastinal, absceso de glándula 

mamaria, absceso renal e infección en la glándula tiroides (88, 89, 90, 91, 92, 



93, 94, 95). En los últimos años, se ha reportado con mayor frecuencia 

infeccione;', a nivel ocular como: keratitis, ulcera corneal y escleritis (96, 97, 

98, 99, 100, 101, 102). 

1. 5 Diagnóstico. 

El diagnóstico etio lógico de las infecciones causadas por 

microorganismos del género Nocardia es difícil. La determinación del agente 

etiológico se establece mediante varios exámenes de laboratorio tales como el 

examen microscópico directo que permite identificar los granos (103). Mediante 

el estudio histopatológico es posible en ocasiones hacer un diagnóstico del 

agente etio.ógico de acuerdo a su morfología y a sus características tintoreales 

(6). Sin embargo, para realizar el diagnóstico de micetoma actinomicótico por 

Nocardia se requiere un mínimo de tres semanas, ya que es necesario hacer 

un cultivo y realizar la caracterización bioquímica para la confirmación de este 

agente causal (104). 

Se han realizado investigaciones con el objeto de mejorar la capacidad 

diagnóstica hacia Nocardia. La mayoría de los métodos desarrollados son 

inmunológicos, tanto serológicos como reacciones cutáneas (105, 106, 107, 

108). El principal problema de la mayoría de estas pruebas es que no son 

especificas o su sensibilidad es baja. Probablemente las fallas en la 

especificidad de las pruebas se deben a que los antígenos utilizados no son los 

adecuados. 



Diferentes investigadores, principalmente en Estadas Unidos y Europa, 

han trabajado en el desarrollo de pruebas para diferenciar las especies del 

género Nocardia causantes de infección sistèmica. 

En 1990, Wallace evaluó 200 cultivos que previamente habían sido 

identificados como N. asteroides, y encontró que el 19% de estas bacterias 

presentaban resistencia a cefamandol y ceftriaxona y que concordaban con la 

cepa de referencia de N. farcinica, por lo que propuso utilizar el patrón de 

resistencia a antibióticos para la identificación de esta especie (109). 

En 1994, Carson propuso la diferenciación de N. farcinica de 

N. asteroides, mediante la prueba de opacificación del medio Middlebrook 7H10 

por N. farcinica, aunado a su capacidad de crecer a 45'C (110). 

En 1995, Provost utilizó la actividad citotóxica contra Nocardia, de Pichia 

mrakii (K9) y Pichia iynferdii (K76), para diferenciar bacterias del complejo 

N. asteroides (111). N. asteroides fue identificada como K9+ K76-, N. farcinica 

K9- K76- y N. nova K9+ K76+. 

Biehle propuso el uso de pruebas de hidrólisis de L-pyrrolidonyl-(3-

naphthylamide (PYR), ya que solamente Nocardia farcinica y Nocardia nova 

hídrolizan PYR (112). 



A partir del año 1995, se reportaron técnicas de biología molecular para 

la identificación de bacterias del género Nocardia y para la diferenciación de 

especies. Steingrube, propuso la amplificación de DNA con análisis de 

polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (RFLPs), con lo que es 

posible diferenciar bacterias del género Nocardia de Mycobacterium; asi como 

diferenciar algunas especies de Nocardia. Sin embargo, con esta metodología 

no es posible diferenciar entre las especies del complejo N. asteroides (113). 

Workman en 1993, propuso utilizar la sensibilidad a antibióticos para 

identificar a N. farcinica y N. nova; sin embargo, esto también requiere de otras 

características, como propiedades de crecimiento, utilización de ramnosa y 

producción de acetamida (114). 

En 1999, Laurent desarrolló una técnica basada en la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) para la identificación de bacterias del género 

Nocardia. Utilizó como blanco el gen de rRNA 16S y logró diferenciar bacterias 

del género Nocardia de bacterias estrechamente relacionadas como Gordonia, 

Mycobacterium, Rhodococcus, Streptomyces y Tsukamurella (115). 

En el año 2000, Conville evaluó la utilidad de la PCR y RFLPs sobre el 

rRNA 16S sin embargo solo fue posible la identificación del 85 % de las cepas 

estudiadas (116). 



Recientemente en el año 2002, Kiska utilizó un grupo de pruebas para la 

identificación de especies de Nocardia, entre ellas sus patrones de sensibilidad 

a antibióticos, la utilización de citrato y acetamida como fuente de carbono y la 

asimilación de inositol y andonitol (117) pero esta batería de pruebas requiere 

por lo menos una semana. 

A pesar de la gran cantidad de pruebas reportadas el diagnóstico de 

infección por Nocardia requiere de tiempo, además de que algunas de las 

pruebas se realizan solo en laboratorios de referencia. 

En 1993 Salinas, reportó el uso de una técnica de ELISA para el 

diagnóstico de infecciones por N. brasiiiensis (107) con una alta sensibilidad y 

especificidad; en esta prueba se utilizó como antígeno una proteína que había 

sido previamente identificada como ¡nmunodominante tanto en humanos, 

conejos y ratones (118). 

1.6 Justificación. 

En los últimos años han aumentado el número de casos de infección en 

el ser humano por bacterias del género Nocardia. Las infecciones sistémicas 

por estas bacterias tienen una mortandad del 50%, por lo que es necesario 

realizar el diagnóstico de forma oportuna. De acuerdo al antecedente del uso 

de antígenos inmunodominantes de N. brasiliensis como blanco para el 

desarrollo de una prueba diagnóstica, y la carencia hasta el momento de 



métodos diagnósticos rápidos para otras especies del género Nocardia, 

consideramos importante identificar antígenos inmunodominantes que sean 

específicos. El conocer su secuencia aminoacídica permitirá en el futuro el 

desarrollo de un método para la identificación rápida y exacta de una de las 

especies, que con mayor frecuencia es causante de infección sistèmica. Con 

esto se tendrá la posibilidad de diagnosticar oportunamente esta infección. 

Además, el conocer la especie causante de estas infecciones, le permitirá al 

clínico decidir el tratamiento antibiótico apropiado con lo que podrá disminuir la 

mortalidad causada por estas bacterias. 



HIPÓTESIS 

Nocardia asteroides sensu estricto, Nocardia nova y Nocardia farcinica 

aunque bioquímicamente casi indistinguibles, tienen proteínas inmunogénicas 

diferentes que permiten distinguir individualmente a cada especie. 



OBJETIVOS 

Objetivo general: 

Identificar un antígeno inmunodominante de Nocardia asteroides y clonar 

el gen que lo codifica. 

Objet ivos específicos: 

1. Comparar el patrón de antígenos proteicos de N. asteroides, N. farcinica y 

N. nova. 

2, Identificar los antigenes inmunodominantes de N. asteroides, N. farcinica y 

N.nova 

3 Comparar los antígenos inmunodominantes de ratones infectados e 

inmunizados con N. asteroides, N. farcinica y N. nova. 

4. Aislar un antígeno inmunodominante de Nocardia asteroides. 

5. Determinar la secuencia aminoacídíca N-termínal def antígeno seleccionado. 

6. Clonar el gen del antígeno seleccionado. 



MATERIAL Y MÉTODOS 

1. MICROORGANISMOS. 

Se utilizaron 3 cepas de bacterias del género Nocardia, dos de ellas 

provenientes de la American Type Culture Collection (ATCC Manassas, VA 

USA) Nocardia farcinica ATCC 3318 y Nocardia nova ATCC 33726. La cepa de 

Nocardia asteroides sensu stricto fue proporcionada por el Dr. Manuel 

Rodríguez Quintanilla ([q.e.p.d] Facultad de Medicina, UANL. México). 

2. OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS CELULARES. 

2.1 Obtención del inoculo. 

Para cada una de las cepas de las bacterias que crecieron en medio 

Sabouraud, se tomaron tres colonias y se inocularon en matraces Erlenmeyer 

(Pyrex) de 125 mi, con un volumen de 25 mi de medio infusión cerebro-corazón 

(BHI, Difco Laboratories Detroit, MI. USA) (119, 120, 121). Los cultivos se 

incubaron a 37°C en baño de agua con agitación (Dubnoff Metabolic 

Shaking Incubator GCA/Precision Scientific) por 48 h. Las bacterias se 

recuperaron en tubos cónicos, se centrifugaron (Beckman TJ-6) a 450 x g por 

5 min y la castilla se lavó, con solución salina estéril al 0.85%, tres veces. Las 



colonias se trituraron mecánicamente con un agitador de vidrio y se lavaron una 

vez más recuperando únicamente el sobrenadante que contenía las células 

disgregadas en suspensión. El sobrenadante obtenido se utilizó para inocular 2 

matraces Erlenmeyer con 30 mi de BHI. Los cultivos se incubaron a 37°C en 

baño de agua con agitación durante 48 h. Las bacterias se recuperaron 

mediante centrifugación a 450 x g por 5 min y se lavaron 3 veces con solución 

salina. Finalmente las bacterias se homcgeneizaron con un Potter-Elvehjem. El 

homogeneizado representa la suspensión unicelular o inoculo que fue utilizado 

para (a obtención de los extractos y para infectar a ratones. 

2.2 Obtención de los extractos celulares de bacterias del género Nocardia. 

Se tomaron 0.4 mi de la suspensión celular obtenida previamente, y se 

colocaron en matraces Erlenmeyer de 2 L con 150 mi de medio BHI. Estos 

cultivos se incubaron a 37aC sin agitación durante 7 días. La masa bacteriana 

se recuperó por filtración con un sistema de vacío utilizando un embudo 

Buchner y filtro Whatman (número 1), realizando 4 lavados con agua destilada 

estéril. La masa bacteriana obtenida se deslipidizó con mezclas de etanol-éter 

etílico 1:1, 1:2, 1:3 varias veces hasta eliminar el color de la misma. Se eliminó 

la solución de etanol-éter y se dejó secando durante 12 h (25). La masa 

bacteriana seca se trituró en forma mecánica con polvo de vidrio (Pyrex) y se 

resuspendió en solución amortiguadora Tris-HCI 0.01 M, pH 7.4, con acetato de 

magnesio 0.01M, en una proporción de 10% p/v y se dejó en agitación 



constante a 4°C durante 12 h. El polvo de vidrio se eliminó mediante 

centrifugación a 1800 x g durante 15 mm (Beckman TJ-6), Para obtener 

cada uno de los extractos de Nocartiia, el sobrenadante se filtró con membrana 

millipore de 0.45 pm y sistema de vacio. El sobrenadante filtrado se dializó 

durante 24 h contra agua destilada, en una membrana de diálisis con un poro 

de exclusión molecular de 12-14000 daltones (250-9U SIGMA, St. Louis MO). El 

dializado se separó en alícuotas y se liofilizó, dejando una alícuota para la 

determinación de proteínas. El liofilizado se almacenó a -20°C hasta su uso. La 

concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford (122). Este 

extracto celular se utilizó como antigeno para inmunizar a los ratones y para la 

determinación de anticuerpos, mediante la técnica de Western-blot. Este 

procedimiento se realizó con cada una de las tres especies. El extracto celular 

se analizó mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes SDS-PAGE (120, 121). 

3. DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS POR EL MÉTODO OE BRADFORD. 

La determinación de proteínas se realizó mediante la elaboración de una 

curva de calibración, realizada con una solución estándar de albúmina sérica 

bovina (1 mg/ml). Las soluciones estándar se prepararon a una concentración 

entre 2 y 18 p.g/ml. A la muestra diluida (0.25 mi) se le agregaron 0.25 ml del 

reactivo de Bradford (6 mg de azul de Coomassie G-250 en 100 mi de ácido 

perclórico al 3% v/v en agua destilada) y se dejó incubar a temperatura 



ambiente por 25 minutos, posteriormente se determinó la absorbancia a 595 nm 

en un esp<. Jtrofotómetro DU 7500 (Beckman Instruments, Fullerton CA). 

4. ANÁLISIS ELECTROFORÉTICO DE LOS EXTRACTOS CELULARES. 

4.1 Análisis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), 

de los extractos celulares de N. asteroides sensu stricto, N. farcinica y N. nova. 

El análisis de los componentes de los tres extractos se realizó mediante 

electroforesis en ge les de poliacrilamida al 12% T con dodecilsulfato de sodio. 

Se utilizó el sistema de amortiguador discontinuo de Laemmli (123) con un gel 

de empaquetamiento de 4% T. El gel se preparó de la siguiente manera: 

GEL DE CORRIMIENTO 

Concentración (% T): 

Acrilamida-Bisacrilamida 

(30% T, 2.7% C) 

Amortiguador Tris-HCI 3M, pH 8.8 

Agua tridestilada 

Laurilsulfato de sodio 20% 

2.0 mi 

0.025 mi 

1.25 mi 

1.7 mi 

12% 

(Sodium Dodecyl Sulfato SDS) 

Persulfato de amonio al 10% 0.025 mi 

N,N,N',N',-Tetrametiletilendcamina 

(TEMED) 

0.002 mi 

Volumen Total: 5.002 mi 



La mezcla se aplicó con una pipeta serológica a un mini cassette 

(Bio-Rad Laboratories, Richmond CA) de 10x10 cm, con espaciadores de 0.75 

mm. Al terminar de aplicar la mezcla, se colocó una capa de agua para evitar el 

contacto de la acrilamida con el aire. Después de que el gel se polimerizó, se 

eliminó la capa de agua y se secó con papel filtro. Enseguida se colocó un 

peine de teflón para formar los carriles de las muestras, con una pipeta Pasteur 

se aplicó ei gel concentrador, que se preparó de la siguiente manera: 

GEL CONCENTRADOR AL 4% T. 

Acrilamida-bisacrilamida (30% T, 2.7% C) 0.167 mi 

Amortiguador Tris-HCI 1M, pH 6.8 0.312 mi 

Agua tridestilada 0.768 mi 

SDS al 20% 0.006 mi 

Persulfatode amonio al 10% 0.006 mi 

TEMED 0.003 mi 

Voli ' nen Total: 1.262 mi 

Cuando el gel concentrador polimerizó, se quitó el peine y se cubrieron 

los carriles con amortiguador de electroforesis trizma-base 25 mM, glicina 192 

mM, con SDS al 0.1%, pH 8.3. El cassette se insertó en la cámara de 

electroforesis y se realizó un pre-corrimiento a 50 volts (v) durante 30 

min. Cada antígeno (extractos de N. asteroides, N. farcinica y N. nova) se 

mezcló, con amortiguador de muestra (SDS al 10%, 2-mercaptoetanol al 

10% v/v, glicerol al 50% en buffer Tris-HCI 125 mM, pH 6.8 y 0.2% de azul 



de bromofenol como indicador del frente de iones) y se calentaron en baño de 

agua en ebullición durante 2 min. Posteriormente los antigenos se aplicaron al 

gel, así como los estándares de peso molecular conocido (Dalton Mark VIIL 

SIGMA) preparados de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La 

electroforesis se inició a un voltaje de 80 v hasta que el indicador alcanzó el gel 

de corrimiento. En ese momento el voltaje se aumentó a 150 v hasta que el 

colorante llegó al extremo inferior del gel. El gel se tiñó con nitrato de plata y/o 

con azul de Coomassie como se describe a continuación. 

4.2 Tinción con nitrato de plata. 

El gel obtenido después de la electroforesis, se colocó en solución de 

metanol al 50% y ácido acético al 12%, durante 20 min. El SDS se eliminó 

del gel, realizando tres lavados, de 10 min cada uno, con solución de etanol al 

10% y ácido acético al 5%. El gel se transfirió a solución oxidante de dicromato 

de potasio (K2Cr207 3.4 mM, HN03 3.22 mM) durante 5 min. El oxidante se 

eliminó, mediante tres lavados de 10 min c/u, con agua tridestilada. 

Posteriormente el gel se incubó con solución de nitrato de plata (AgNOg 12 

mM) durante 30 min, los primeros 5 min bajo luz intensa. Las bandas se 

hicieron evidentes, mediante el uso de solución reveladora (Na2CÜ3 280 mM 

con 0.5 mi de formaldehído concentrado por litro de solución). Una vez que se 

observaron las bandas, la reacción se detuvo con ácido acético al 1%. 

4.3 Tincic. i con azul de Coomassie. 

Después de cada corrimiento el gel se colocó durante 30 min en una 

solución de azul de Coomassie (R-250 SIGMA) al 0.1%, en metanol al 40% y 



ácido acético al 10% y se destiró con una solución de metanol al 40% y ácido 

acético al 10%. 

5. IDENTIFICACIÓN DE ANTÍGENOS INMUNODOMINANTES DE 

N. asteroides, N. farcinica Y N. nova EN RATONES BALB/c. 

5.1 Animales. 

Se utilizaron 5 ratones BALB/c machos de 8-12 semanas de edad y un 

peso de 25-30 gramos. Los ratones se mantuvieron en cajas de acrilico, a una 

temperatura entre 16 a 20°C, se alimentaron con nutricubos (Purina México 

S.A. de C.V.) y agua destilada estéril ad libitum. Los ratones se mantuvieron en 

el bioterio del Departamento de Inmunología de la Facultad de Medicina, UANL. 

Esta cepa se derivó de la cepa original de los Institutos Nacionales de Salud 

(NIH Bethesda, MD EUA). 

5.2 Identificación de antígenos inmunodominantes de N. asteroides, N. farcinica 

y N. nova en ratones BALB/c inmunizados. 

Se formaron 3 grupos de 5 ratones c/u. 

Grupo 1: Ratones BALB/c que se inmunizaron con extracto celular de 

N. asteroides sensu estricto. 



Grupo 2: Ratones BALB/c que se inmunizaron con extracto celular de 

N farcinica. 

Grupo 3: Ratones BALB/c que se inmunizaron con extracto celular de N. nova. 

5.2.1 Antígenos. 

Se utilizaron como antigenos los extractos celulares de cada una de las 

cepas de Nocardia. Los antígenos para las tres primeras inmunizaciones se 

prepararon en forma de emulsión con 50% de adyuvante incompleto de Freund 

(SIGMA) y el otro 50% con solución salina 0.85%. 

5.2.2 Esquema de inmunización. 

Se utilizó el siguiente esquema de inmunización, aplicando un total de 3 

inmunizaciones: 

a) Primo-inmunización. A cada ratón se le administraron 30 ng del extracto 

celular de Nocardia, por via subcutánea (se] 50 ni en cada cojinete plantar 

posterior (Tiempo 0) 

b) Primer '^inmunización. Quince días después de la primo-inmunización, se 

aplicó a cada ratón 15 ng del extracto celular, se, 50|J en cada cojinete plantar 

posterior. 



c) Segunda reinmunización. Treinta días después del tiempo 0, a cada ratón se 

le aplicaron 10 yig del extracto celular, por vía se, 50|jd en cada cojinete plantar 

posterior. 

5.3 Identificación de antígenos inmunodominantes de N. asteroides, N. farcinica 

y N. nova en ratones BALB/c infectados. 

Se formaron 3 grupos de 5 ratones c/u. 

Grupo 4: Ratones BALB/c inoculados con N.asteroides 

Grupo 5: Ratones BALB/c inoculados con N. farcinica. 

Grupo 6: Ratones BALB/c inoculados con N. nova. 

5.3.1 Inoculas. 

Se utilizaron como inóculos, la suspensión bacteriana obtenida de cada 

una de las cepas. La cantidad de bacterias se determinó mediante unidades 

formadoras de colonias por el micrométodo de Miles y Misra (124). 

5.3.2 Esquema de infección. 

Los ratones de los grupos 4 a 6 recibieron dos dosis de 5x106 unidades 

formadoras de colonias (UFC), de la bacteria correspondiente, en un volumen 



de 0.1 mi por vía se, en el dorso. La segunda dosis se administró 15 días 

después d>¿ la primera. 

Los ratones se sangraron del plexo venoso retroorbitario, antes de la 

primoinmunización o inoculación y a los 15, 30, 45 y 60 días. Los sueros 

obtenidos (100-150 ¿il por animal) se almacenaron a -20°C hasta su uso. 

6. IDENTIFICACIÓN DE ANTÍGENOS INMUNODOMINANTES MEDIANTE 

WESTER BLOT. 

Se preparó un gel de poliacrilamida al 12%, con un gel de concentración 

al 4% y con un peine de 7.5 cm. Se aplicaron 50 ng de antigeno (extracto 

celular) por cada 0.8 cm de gel. La electroforesis se realizó en las condiciones 

descritas. Al terminar la electroforesis, las proteínas en el gel se transfirieron a 

papel de nitrocelulosa con un poro de 0.45 ^m. Para la transferencia se 

utilizó solución amortiguadora trizma-base 25 mM, glicina 192 mM, pH 8.3 con 

20% de metanol. Para las transferencias se utilizaron las cámaras Mini Trans 

Blot II y Trans Blot (Bio-Rad Laboratories). La transferencia de las proteínas se 

realizó medíante la aplicación de voltaje constante a 100 v durante 90 min. Al 

terminar la transferencia, el papel se bloqueó con leche descremada (Svelty, 

Nestle) al 3% en PBS durante una h a 37cC. El papel se lavó, con leche 

descremada al 0,3% en PBS-Tween 20 1:1000 (solución de lavado), y se cortó 

en tiras de 0.4 cm, Las tiras se incubaron durante 12 h a 4°C, con los sueros 



de ratón diluidos 1:75 en leche descremada 1.5% en PBS con Tween 20 

1:1000, se realizaron 6 lavados de 5 min c/u y posteriormente las tiras se 

incubaron con anticuerpos anti-inmunoglobulinas conjugados con peroxidasa, a 

las diluciones recomendadas por el fabricante. El conjugado se incubó durante 

2 h a temperatura ambiente y en agitación constante Después de esta 

incubación se realizaron 6 lavados. Finalmente las tiras se colocaron en la 

solución substrato (3,3',-diaminobencidina [tetraclorohidrato] al 0.05% en PBS) 

la que se activó con peróxido de hidrógeno (40 de la solución al 30% por 

cada 20 mi de solución de aminobencidina). La reacción se detuvo con HCI 5N 

al aparecer las bandas (125). 

7. AISLAMIENTO DE UN ANTÍGENO INMUNODOMINANTE DE 

N. asteroides. 

7.1 Electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida al 12% con 

dodecilsulf-'.to de sodio. 

Se prepararon geles preparativos (14.2 x 10 x 0.3 cm) de poliacrilamida 

al 12% de T, 4% C. La electroforesis se realizó de la misma manera que con los 

geles analíticos (126). Se aplicaron 3 mg del extracto celular de N. asteroides. 



7.2 Identificación del antígeno inmunodominante. 

Una vez concluida (a electroforesis del gel preparativo, se cortaron 

verticalmente el extremo izquierdo y derecho para realizar la tinción de 

Coomassie, durante este tiempo, el resto del gel se congeló a - 2 0 "C para 

evitar la difusión de las proteínas. Una vez tenido el gel, se determinó el sitio de 

migración electroforética de la proteína de interés (antígeno inmunodominante) 

(28). 

7.3 Electroelución del antigeno inmunodominante. 

Una vez determinado el sitio de migración del antígeno inmunodominante 

en el gel preparativo, se cortó la banda correspondiente con una hoja de 

bisturí. El gel se fragmentó en trozos pequeños y los fragmentos se colocaron 

en una cámara de electroelución modelo 422 (Bio-Rad Laboratories) utilizando 

una membrana de diálisis con poro de exclusión de 10-kDa como barrera de 

retención. El amortiguador de elución utilizado fue Tris-HCL 25 mM, glicina 0.12 

M, pH 8.3. La electroelución se llevó a cabo a 4°C, aplicando 10 mA por 2.5 h. 

Al finalizar la electroelución, se retiró la solución amortiguadora, las muestras se 

colectaron y se dejaron dializando a 4°C por 12 h contra agua destilada y se 

liofilizó (29;. 



8. TRANSFERENCIA DE UN ANTÍGENO INMUNODOMINANTE A 

MEMBRANA POLYVINYLIDENE DIFLUORIDE (PVDF). 

8.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones 

desnaturalizantes. 

La muestra liofilizada se resuspendió en 20 ¿il de agua bidestilada y se le 

agregaron 60 ^l de amortiguador de muestra 4 X (Tris-HCI 125 mM pH 6.8, 

SDS 10% p/v, 2-mercaptoetanol 10% v/v, sacarosa al 50% p/v, con azul de 

bromofenol corno indicador de frente de corrida). Se sometió a ebullición 

durante 2 m. Se preparò un gel analítico y la electroforesis se realizó como se 

describió previamente (inciso 4.1). 

8.2 Transferencia del antigeno inmunodominante a membrana de PVDF. 

Al «¿rrninar la electroforesis, la proteína se transfirió del gel a la 

membrana de PVDF (immobilon-PSQ Millipore Corporation, Bedford, MA). Para 

la transferencia se utilizó como amortiguador 3-(cyclohexylamino)-1-

propanesulfonic acid 10 mM, 10% de Metanol, pH 11 (CAPS) además de la 

cámara Trans Blot (Bio-Rad Laboratories). La transferencia de la proteina se 

realizó a 4°C con aplicación de voltaje constante a 100 v durante 2 h. Al 

terminar la transferencia, la membrana se lavó durante 5 min con agua 

desionizada. 



8.3 Tinción de la membrana de PVDF con azul de Coomassie. 

Después del lavado con agua deslonizada, la membrana se colocó 30 

segundos en metanol al 100%. Posteriormente se colocó durante 5 min en una 

solución de azul de Coomassie (R-250 SIGMA) al 0.1% en metanol al 40% y 

ácido acético al 10%. Finalmente la membrana se destiñó durante 5 min, con 

metanol al 50%. La banda teñida, se cortó y se colocó en un tubo de 

polipropileno. 

9. DETERMINACIÓN DE LA SECUENCIA AMINOACÍDICA N-terminal DE UN 

ANTÍGEN'., INMUNODOMINANTE. 

La proteína aislada y transferida a membrana de PVDF fue enviada al 

Biothecnology Laboratory, The University of Brithish Columbia, Vancouver BC 

Canadá. En este laboratorio se determinó la secuencia amino-terminal del 

antígeno inmunodominante seleccionado. La secuencia fue determinada con el 

sistema Applied Biosystems, este sistema se basa en el método de Edman y 

esta equipado con un cromatógrafo de líquidos de alta resolución más un 

sistema de análisis de datos. La separación y el análisis de la secuencia 

aminoterminal se realizó mediante la derivatización de los aminoácidos en una 

columna de afinidad de fase estacionaria RT-PTH-C18. 



10. CLONACIÓN DE UN ANTÍGENO INMUNODOMINANTE DE N. asteroides. 

10.1 Obtención de DNA genómico de N. asteroides. 

Para la extracción de DNA se utilizó una modificación a la técnica descrita 

por Sambrook y Russell (127). Se preparó una suspensión bacteriana como se 

describió previamente eliminando por completo la solución salina. Se tomaron 

30 ng del botón celular, se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 mi y se 

agregaron 200 \i\ de solución de lisis TSNT<2% Tritón X-100, 1% SDS, 100 mM 

NaCI, 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8). A esta mezcla se adicionaron 

200 ni de fenol saturado pH 8.0 y 200 |il de cloroformo. El tubo se agitó con 

vortex hasta su completa homogenización y se dejó a temperatura ambiente 

(TA) durante 2 min. Se agregaron 200 îl de TE 1X (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 

1mM EDT. \ pH 8.0), se agitó con vortex y se centrifugó a 4 000 x <j durante 5 

min a TA. La fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo y se agregaron 200 JJLI de 

cloroformo. Se agitó con vortex durante 30 segundos y se centrifugó a 4 000 

x g durante 2 min. Nuevamente la fase acuosa se transfirió a un tubo, se 

agregó 1 mi de etanol ai 100% y se mezcló por inversión. La muestra se 

centrifugó a 10 000 x g durante 10 min a 4°C. Al terminar la centrifugación, se 

retiró el sobrenadante con una pipeta Pasteur. La pastilla precipitada se lavó 

con 1 mi de etanol al 70% y se centrifugó a 10 000 x g durante 10 minutos a 

4"C. El etanol se retiró con pipeta Pasteur y el remanente se dejó secar, con el 

el tubo abierto a TA por 1 h. La pastilla de DNA se resuspendió en 20 ^l de 



amortiguador TE. La integridad y calidad del DNA se estimó mediante 

electroforesis en gel de agarosa como se describe más adelante. 

10.2 Diseño de iniciadores. 

Con el uso de programas computacionales OLIGO y Amplify, se 

diseñaron y ensayaron virtualmente iniciadores específicos para el antígeno 

inmunodominante seleccionado, de acuerdo a las secuencias reportadas de 

esta proteína en bacterias de géneros relacionados. 

10.3 Estandarización de la técnica de PCR. 

Se realizaron diferentes ensayos de la PCR para determinar las 

concentraciones óptimas de DNA, magnesio y temperatura de alineamiento 

para obtener el menor número de productos inespecíficos. Las condiciones 

óptimas de la PCR se describen a continuación en la tabla I. 



Tabla I. Condiciones de la PCR. 

Concentración 
Reactivo Final 

Amortiguador 10X 1 X 
Amplificador 10X 1 X 
dNTPs 10 TIM 200 L L M 

Iniciador 5' 0.5 |ÍM 
Iniciador 3' 0.5 nM 
MgCb 25 mM 1.5 mM 
Taq DNA polimerasa 0.2 U/M-I 
DNAg 100 ng/25 ni 
HaO milliQ cbp 25 Mi 

Después de un paso inicial de desnaturalización a 94°C durante 5 min, la 

PCR se realizó en 35 ciclos que incluyeron; un paso de desnaturalización a 

94°C por 1 minuto, un paso de alineamiento a 60°C por 30 segundos y un paso 

de extensión a 72°C por 1 min. El producto amplificado (PA) se evidenció 

mediante Mectroforesis en gel de agarosa al 1% y tinción con bromuro de 

etidio. 

10.4 Electroforesis en geles de agarosa. 

Los geles se prepararon a la concentración de agarosa requerida en 

amortiguador TBE (Tris-Borato 0.089 M, ácido bórico 0.089 M, pH 8.5). Una vez 

solidificado, el gel se colocó en una cámara de electroforesis y se cubrió con 

amortiguador TBE. Las muestras se mezclaron con jugo azul 6X (azul de 

bromofenol al 0.25%, xilencianol al 0.25%, glicerol 30%) en una relación 5:1 



(v/v). La electroforesis se llevó a cabo a 100 v. Al concluir la electroforesis, el 

gel se colocó en solución de bromuro de etidio (5 ng/ml) durante 10 min. 

Posteriormente, el gel se lavó varias veces con agua corriente para eliminar el 

exceso de bromuro y proceder a su observación. 

10.5 Clonación del producto amplificado en vector T. 

10.5.1 Preparación del vectorT. 

Para preparar el vector T se utilizó el vector pBS-SK II (128). Este vector 

circular se linearizó con Eco RV, la cual deja extremos romos. Las condiciones 

de reacción se indican en la tabla II. 

Tabla II. Digestión de pBS-SK II con Eco RV 

Concentración 
Reactivos Final 

Amortiguador 2 NEB, 10X 1 X 
BSA, 10 mM 0.1 mM 
Eco RV 1 ü¡[i\ 
DNA pBS-SK II, 300 ngi jxl 50 ng/pl 
Volumen í;/.al 10 



La reacción se incubó a 37DC durante 12 h y la digestión total se 

corroboró mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Posteriormente 

se agregó una timidina en cada extremo 3' del fragmento, utilizando las 

cond ic iono de reacción descritas en la tabla III. 

Tabla III. Condiciones de reacción para la preparación del vector T. 

Reactivos Conc. final 

Amortiguador de Taq 10X 1 X 
dTTP 10 mM 2 mM 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 
DNA 50 ng/ ¿ti 10 ng/^l 
Volumen final 50 jjlI 

Se adicionó una gota de aceite al tubo y se incubó durante 2 h a 72°C 

en un terrrociclador (Perkin Elmer). Al terminar el periodo de incubación, la 

fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo y se realizó una extracción con un 

volumen de fenol:cloroformo. Se centrifugó durante 2 min a 4 000 x g y se 

recuperó la fase acuosa. El DNA se precipitó con 0.1 volumen de acetato de 

sudio 3 M, pH 5.2 y 2 volúmenes de etanol al 100%. El tubo se colocó a -70°C 

por una h y se centrifugó a 12 000 x g durante 15 min a 4°C, se eliminó el 

etanol y la pastilla se lavó con etanol al 70%, se realizó una segunda 

centrifugación, se retiró el sobrenadante. La pastilla se dejó secar a temperatura 

ambiente y el DNA se resuspendió en 5 jil de H2O ultrapura. 



10.5.2 Ligación del vector T y el producto amplificado para formar el vector 

recombinante. 

Una vez obtenido el vector T se realizó la reacción de ligación para 

formar el vector recombinante, utilizando las condiciones descritas en la tabla 

IV. 

Tabla IV. Condiciones de ligación 

Concentración 
Reactivos Final 

Amortiguador 10X 1 X 
ATP 10 mM 1 mM 
T4 DNA Ligasa 1 U/^l 0.1 U/>xl 
Vector T 10 ng/^l 
Producto amplificado 30 ng/^il 
Volumen final 50 ^tl 

La reacción de ligación se incubó a ^ " C durante toda la noche. Al 

finalizar la reacción se realizó la precipitación de los ácido nucléicos con 0.1 

volumen de acetato de sodio 3.0M (pH 5.2) y 2.5 volúmenes de etanol al 100%. 

El tubo se colocó a -70°C, durante 1 h y posteriormente se centrifugó a 10 000 

x g durante 20 min a 4®C. El etanol se eliminó con pipeta Pasteur, la pastilla se 

lavó con 1ml de etanol al 70%, se centrifugó a 10 000 x g durante 15 min a 4°C 

se retiró el sobrenadante. El remanente se dejó secar y se resuspendió en 5 ¿J 

agua milliQ estéril. 



10.5.3 Transformación de células E. coli. 

Para la transformación se utilizó la cepa TOP 10 de E. coli, y se 

transformaron mediante la técnica de bacterias Ca ++ competentes (127). Las 

bacterias transformadas, con el vector recombinante, se incubaron a 37°C en 

placas de Petri con medio Luria-Bertani-agar (1% triptona, 0.5% extracto de 

levadura, 1% NaCI, 1.5% de agar) suplementado con ampicilina (50 ng/ml), X-

Gal e IPTG, durante un periodo de 18 h. 

10.5.4 Cateterización de las clonas recombinantes. 

Las bacterias de E. coli que recibieron un vector recombinante, se 

seleccionaron por su fenotipo Ampr, ßgal", crecen como colonias blancas ante la 

presencia de IPTG y X-Gal (127). Las colonias blancas se recuperaron y se 

cultivaron en tubos de ensayo con 4 mi de medio Luria-Bertani (1% triptona, 

0.5% extracto de levadura, 1% NaCI) suplementado con ampicilina (50 jxg/ml) e 

incubadas en baño de agua a 37UC durante 18 h y con agitación vigorosa. 

10.5.5 Obtención del DNA plasmídico. 

La obtención de DNA plasmídico se realizó mediante la técnica de 

minipreparaciones por lisis alcalina (127). Dos mi del cultivo, de cada tubo de 

ensayo se transfirieron a tubos Eppendorf. Estos tubos se centrifugaron 



durante 30 segundos a 13 000 x g a TA y se descartó el sobrenadante. A cada 

tubo se agregaron 100 mi de solución l (50 mM glucosa, 25mM Tris-HCL, 10 

mM de EDTA, pH 8.0) y se agitó por 30 segundos en voitex. La mezcla se 

incubó a 4°C durante 5 min, después se adicionaron 200 \i\ de solución II recién 

preparada (0.2N NaOH, 1% [p/v] SOS), se mezcló por inversión y los tubos se 

incubaron a 4°C durante 5 min. Se agregaron 150 [.il de solución III (90 jil 

acetato de potasio 5M, 17.25 ptl ácido acético glacial y 42.75 ^ l agua destilada), 

se mezcló por inversión y se incubaron a 4°C, 5 min. Los tubos se centrifugaron 

a 13 000 x g a TA, se recuperó el sobrenadante en tubos nuevos. Finalmente se 

realizó una extracción fenol/sevag y precipitación con etanol como se describió 

para la extracción de DNA genómico. 

10.5.6 Análisis de los plásmidos recombinantes. 

Los DNAs pías m id icos se analizaron mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 0.8%. Los DNAs que presentaron una migración retrasada respecto 

al plásmido control (sin inserto) fueron seleccionados como posibles candidatos. 

Una pequeña alícuota de los DNAs seleccionados fue digerida con la enzima de 

restricción EcoR\ la cual libera el inserto. Posteriormente se realizó la 

electroforesis del producto de digestión para evidenciar el tamaño del inserto. 

Se seleccionaron aquellas clonas que presentaron un inserto con el tamaño 

esperado. 



11. DETERMINACIÓN Y ANÁLISIS DE LA SECUENCIA NUCLEOTÍDICA DEL 

PRODUCTO AMPLIFICADO. 

Para determinar la secuencia nucleotidica, el producto amplificado y una 

clona se enviaron al DNA Core Facility, Health Canada Science Centre for 

Human and Health, Winnipeg Canadá. La secuencia nucleotidica se determinó 

por el método de Sanger, con un secuenciador automatizado (3130 DNA 

Analyzer for Sequencing, Applied Biosystems). 

Una vez obtenida la secuencia se comparó con las otras secuencias 

reportadas en el GenBank mediante el uso del programa Blast. A partir de la 

secuencia nucleotidica, se dedujo la secuencia aminoacídica. Esta misma 

secuencia se alineó con las secuencias reportadas para Mycobacterium, y 

N. farcinica. 



RESULTADOS 

1. RENDIMIENTO DEL EXTRACTO CELULAR DE N. asteroides, N. farcinica 

y N. nova. 

Cada lote de cultivo de las especies de Nocardia en medio BHI, se 

obtuvo a partir de 6 L de medio. Del cultivo de N. asteroides, se obtuvieron 

17.9 g de masa seca, el rendimiento obtenido de extracto celular fue de 190 mg 

de proteína total. De N. farcinica, la masa seca fue de 11.9 g y un rendimiento 

de extracto celular de 59.9 mg. En el caso de N. nova, se obtuvieron 11 g de 

masa seca y 57 mg de extracto celular. 

2. ANÁLISIS DE LOS EXTRACTOS CELULARES EN SDS-PAGE. 

Se determinó la composición de cada uno de los extractos celulares 

obtenidos. En la Fig. 1, se muestra el patrón electroforético de los extractos 

celulares en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes. 

Observamos que los extractos están constituidos por una serie de bandas (35 a 

40 aproximadamente) entre los marcadores de 66-kDa y 14-kDa. En el caso 

del extracto de N. asteroides, observamos cuatro proteínas intensamente 

teñidas; una de ellas con un peso molecular de aproximadamente 36-kDa. En 

N. farcinica, también observamos cuatro proteínas intensamente teñidas entre 



20 y 24-kDa y una proteína de aproximadamente 61-kDa. Para N. nova las 

proteínas más abundantes se encuentran por arriba de los 36-kDa. 

Figura 1. Patrón electroforético de los extractos celulares de Nocardia. 
Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes. 
1; Marcadores de peso molecular, 2; N asteroides. 3; N farcinica. 4; N. nova. 
Tinción con azul de Coomassie. 



3. IDENTIFICACIÓN DE ANTÍGENOS INMUNODOMINANTES EN SUERO DE 

RATONES BALB/c INMUNIZADOS. 

La identificación de antigenos inmunodominantes se realizó mediante la 

técnica de Western-blot con el suero de ratones inmunizados con los extractos 

de cada una de las especies de Nocardia. 

En el caso de N. asteroides, identificamos al menos 5 antigenos que 

fueron reconocidos por el suero del 100% de los ratones inmunizados como se 

observa en la Fig. 2. Estos antigenos fueron reconocidos más intensamente, de 

acuerdo a estos criterios son considerados antigenos inmunodominantes. 

Dentro de estos antigenos se encuentra una proteina de aproximadamente 36-

kDa (marc ida con la flecha blanca). 

En N. faroinica, identificamos 3 antigenos que reaccionaron con el suero 

del 100% de los ratones inmunizados (Fig. 3). Ninguno de estos antigenos 

inmunodominantes corresponde a la proteína de 36-kDa. Como se observa en 

esta figura existe una gran diferencia en la capacidad de inducir producción 

de anticuerpos del extracto de N. farcinica, de acuerdo a las condiciones 

utilizadas en este trabajo. 

En la Fig. 4, observamos el Western blot con extracto de N. nova donde 

identificamos 3 antigenos inmunodominantes. A pesar de la presencia de 

proteínas de peso molecular mayor a 29-kDa en el extracto celular (Fig 1), los 



antígenos inmunodominantes identificados con el suero de los ratones 

inmunizados, se encuentran por debajo de 29-kDa y además se observa un 

barrido sin definición de bandas. 

Figura 2. Respuesta de anticuerpos en ratones inmunizados con extracto 
de N. asteroides. Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) del antigeno de 
N. asteroides. Carril 1; suero de ratón no inmune. Carriles 2 a 6; suero de 
ratones inmunizados con extracto de N. asteroides. Las flechas señalan los 
antígenos inmunodominantes, la flecha en blanco indica al antigeno 
inmunodominante de 36-kDa. 



Figura 3. Respuesta de ant icuerpos en ratones inmunizados con extracto 
de N. farcinica. Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) del antígeno de 
N. farcinica. Carril 1; suero de ratón no inmune. Carriles 2 a 6; suero de ratones 
inmunizados con extracto de N. farcinica. Las flechas señalan los antígenos 
inmunodominantes. 



Figura 4. Respuesta de anticuerpos en ratones inmunizados con extracto 
de N. nova. Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) del antígeno de N. nova. 
Carril 1; suero de ratón no inmune. Carriles 2 a 6; suero de ratones inmunizados 
con extracto de N. nova. Las flechas señalan los antígenos inmunodominantes. 



4. IDENTIFICACIÓN DE ANTÍGENOS INMUNODOMINANTES EN SUERO DE 

RATONES BALB/c INFECTADOS. 

Esta identificación también se realizó mediarte la técnica de Western-

blot, analizando el suero de ratones infectados con cada una de las especies 

de Nocardia. En el caso del suero de los ratones infectados, es evidente la 

pobre respuesta de producción de anticuerpos contra las tres especies de 

Nocardia (Fig. 5 a 7). Para N. asteroides, observamos tres antígenos 

inmunodominantes (Fig. 5). Sin embargo, uno de los antígenos reconocidos por 

el suero del 80% de los ratones infectados es la proteína de 36-kDa (marcada 

con la flecha blanca). 

P a n N. farcinica, observamos en la Fig. 6 que el suero de los ratones 

infectados presentó una respuesta heterogénea. Aunque identificamos tres 

antígenos inmunodominantes, cada suero presenta diferente intensidad de 

reacción, a diferencia de lo observado en el caso del suero de los ratones 

inmunizados con este extracto (Fig. 3). 

En eJ caso de N. nova solo identificamos dos antígenos 

inmunodominantes que fueron reconocidos por el suero del 80% de los ratones 

infectados, como se puede observar en la Fig. 7. Los antígenos reconocidos 

por el suero de los ratones infectados se encuentran por arriba de 29-kDa a 

diferencia ue los antígenos reconocidos por ratones inmunizados. 



Figura 5. Respuesta de ant icuerpos en ratones infectados con 
N. asteroides. Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) del antígeno de 
N. asteroides. Carril 1; suero de ratón no inmune. Carriles 2 a 6; suero de 
ratones infectados con N asteroides. Las flechas señalan los antígenos 
inmunodominantes. la flecha en blanco indica al antígeno inmunodominante de 
36-kDa. 



Figura 6. Respuesta de anticuerpos en ratones infectados con 
N. farcinica. Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) del antígeno de 
N. farcinica. Carril 1; suero de ratón no inmune. Carriles 2 a 6; suero de ratones 
infectados con N. farcinica. Las flechas señalan los antígenos 
inmunodominantes. 



Figura 7. Respuesta de anticuerpos en ratones infectados con N. nova. 
Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) del antígeno de N. nova. Carril 
1; suero de ratón no inmune. Carriles 2 a 6; suero de ratones infectados con 
N. nova. Las flechas señalan los antígenos inmunodominantes. 



5, SELECCIÓN DE UN ANTÍGENO INMUNODOMINANTE ESPECÍFICO DE 

N. asterò7 fes. 

Para la selección del antígeno inmunodominante específico de 

N. asteroides, y con el objetivo de determinar los anticuerpos que reaccionan 

con antígenos heterólogos (reacción cruzada), cada extracto celular se analizó 

con el suero de ratones inmunizados con las otras dos especies de Nocardia. 

En la Fig. 8, observamos que el suero de un ratón inmunizado con 

N. farcinica reconoció a un antígeno del extracto celular de N. asteroides, este 

antígeno se encuentra por arriba de 36 KDa. En el caso de suero de ratones 

infectados con N. nova no observamos reconocimiento de antígenos del 

extracta de N. asteroides. En la Fig. 9, observamos que el suero de ratones 

inmunizados con N. asteroides y N. nova, no reconocen antigenos del extracto 

celular de N. farcinica. A diferencia de lo observado con el antigeno de N. nova, 

(Fig. 10) en donde el suero de ratones inmunizados con N. asteroides, 

reconoce a un antígeno de la misma manera que el suero de ratones 

inmunizados con N. farcinica. De acuerdo con estos resultados, decidimos 

seleccionar al antígeno inmunodominante de 36-kDa de N. asteroides. Este 

antígeno fue reconocido por el suero del 100% de ratones inmunizados y 

ratones infectados. Además, este antigeno no presentó reacción cruzada con 

los sueros de ratones inmunizados o ratones infectados con N. farcinica y 

N. nova. 



Figura 8. Análisis de anticuerpos de reacción cruzada, producidos por 
ratones inmunizados con Nocardia. Inmunoelectrotransferencia (Western-
blot) del antígeno de N. asteroides. Carril 1; suero de ratón inmunizado 
con N. asteroides. Carriles 3 y 4; suero de ratón inmunizado con extracto de 
N. farcinica. Carriles 4 y 5; suero de ratón inmunizado con extracto de N. nova. 



Figura 9. Análisis de anticuerpos de reacción cruzada, producidos por 
ratones inmunizados con Nocardia. Inmunoelectrotransferencia (Western-
blot) del antigeno de N. farcinica. Carril 1; suero de ratón inmunizado con 
N. farcinica. Carriles 1 y 2; suero de ratón inmunizado con extracto de 
N. asteroides. Carriles 3 y 4; suero de ratón inmunizado con extracto de 
N. nova. 



Figura 10. Anál isis de anticuerpos de reacción cruzada, producidos por 
ratones inmunizados con Nocardia. Inmunoelectrotransferencia (Western-
blot) del antigeno de N. nova. Carril 1; suero de ratón inmunizado con 
N. nova. Carriles 2 y 3; suero de ratón inmunizado con extracto de 
N. asteroides. Carriles 4 y 5; suero de ratón inmunizado con extracto de 
N. farcinica. 



6. AISLAMIENTO DEL ANTÍGENOINMUNODOMINANTE DE N. asteroides. 

Para el aislamiento del antigeno inmunodominante de 36-kDa de 

N. asteroides, se realizó la electroforesis del extracto celular y el área del gel 

correspondiente a la proteína de 36-kDa se sometió a electroelución. El 

producto eluído se analizó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes. En la Fig. 11, se observa la electroforesis de la 

proteina obtenida después de la electroelución. La Fig. 12, nos muestra esta 

misma proteína después de transferirla a membrana de PVDF. En la membrana 

de PVDF observamos una banda superior de mayor intensidad, esta banda se 

recortó de la membrana y fue enviada al Biotechnology Laboratory, The 

University of British Columbia en Vancouver, BC. Canadá, para determinar su 

secuencia aminoterminal. 



Figura 11. Anál is is electroforético de la proteína de 36-kDa de 
N. asteroides. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones 
desnaturalizantes. La flecha señala a la proteína aislada de N. asteroides. 
Tinción con nitrato de plata. 



Figura 12. Análisis de la proteína de 36-kDa de N. asteroides transferida a 
membrana de PVDF. La flecha señala a la proteína aislada de N. asteroides. 
Tinción con azul de Coomassie. 



7. SECUENCIA AMINOACÍDICA N-TERMINAL DE LA PROTEÍNA DE 36-kDa 

DE N. asteroides. 

Mediante la determinación de la secuencia del antigeno 

inmunodominante de 36-kDa de N. asteroides, fue posible obtener la secuencia 

N- terminal de 14 aminoácidos que corresponde a la secuencia siguiente: 

PEAVIVSTARSPIV 

8. COMPARACIÓN DE LA SECUENCIA N-TERMINAL. 

La secuencia de los 14 aminoácidos fue comparada con secuencias 

reportadas. Esta proteína corresponde a una acetyl-CoA acetyltransferasa 

(Tiolasa) como se muestra en la Fig. 13. 



S e q u e n c e s p r o d u c i n g s i g n i f i c a n t a l i g n m e n t s : ( b i t s ) V a l u e 

q i I 2 9 8 3 0 0 5 5 1 c a f I N P 8 2 4 6 8 9 . 1 p u t a t i v e t h i o l » » ® [Strepfccuayce. . . 4 3 3 e - 0 4 

<jil 4 1 4 0711 : r e f | N F 9 5 9 9 5 5 . 1 h y p o t h e t i c a l p r o t e i n MAP1021c 4 3 3 e - 0 4 

Q i 1 1 2 0 6 2 8 1 6 1 q b | A A G 4 8 6 2 2 . 1 1 p u t a t i v e s c e t y l ' C o A a c s t y l t r a n a f . . . 43 3 e - 0 4 

q i l 1 5 6 0 9 2 1 4 I r e f l N P 2 1 5 5 9 0 . 1 fsdA3 [Mycobacter ium t u b e r e v l o . . . 4 3 3 e - 0 4 

q i 1 1 5 8 0 6 4 4 5 1 r e f i H P 2 9 5 1 5 1 . 1 a c e t y l - C o A a c e t y l t r a n s f e r a s e I ' - 40 0 . 0 0 2 

q i 1 2 3 0 1 9 6 3 4 1 r e f I Z P 0 0 0 5 9 3 4 4 l l COG0183: A c e t y l - C o A a c a t y l t r . . . 40 0 . 0 0 2 

q i 1 2 1 2 2 1 5 2 0 | r e f 1NP 6 2 7 2 9 9 . 1 p u t a t i v e t h i o l a s e [Str&ptomyco... 39 0 . 0 0 3 

q i I 3 3 5 9 9 6 5 5 I c e f l N P 8 8 7 2 1 5 . 1 p r o b a b l e t h i o l a s e [ H o r d e t e l l a . . . 37 0 . 0 1 6 

q i 1 3 9 9 3 6 7 7 6 I r e f | N P 9 4 9 0 5 2 . 1 a o e t y l - C o A a c e t y l t r a n s f e r a s e [ . . 37 0 . 0 1 6 

q i 1 2 9 8 2 7 9 2 5 1 r e f | H P 8 2 2 5 5 9 . 1 p u t a t i v e a c y l - C o A t h i o l a e e [ S t . . . 3 7 0 0 1 « 

q i 1 3 3 5 9 5 3 5 6 1 r e f | H P 8 8 2 9 9 9 . 1 p r o b a b l e t h i o l a s e [ B o r d e t e l l a 37 0 . 0 1 6 

q i 1 3 3 5 9 8 7 0 4 1 r e f | N P B 8 6 3 4 7 . 1 p r o b a b l e t h i o l a s e t S o r d « c e l l a . . . 34 0 . 0 9 6 

Figura 13. Comparación del péptido N-terminal de N. asteroides. Esta 
secuencia corresponde a tioiasa (Programa Blast). 

9. DISEÑO DE INICIADORES PARA EL GEN QUE CODIFICA A LA 

PROTEINA DE 36-kDa DE N. asteroides. 

Se diseñaron iniciadores 3' y 5 ' para el gen de tioiasa, sobre regiones 

conservadas de la proteína. Estas se identificaron mediante el alineamiento 

(con el programa GeneDoc) de las secuencias homologas disponibles en el 

Gen Bank de bacterias relacionadas con el género Nocardia Fig. 14. 



Streptomyces a v e r m i t i l i s MMPEAVIVSTARSPIGRAFKGSLKDLRPDDLTATII 
Streptomyces venezuelae MPEAVIVSTARSPIGRAFKGSLKDLRPDD L T ATIV 
Streptomyces coellicolor MPEAVIVS AARS PI GRAFKGS LKDLRADD LAAT11 
Thermoblfìda fusca MPEAVIVATARSPIGRAFKGSLKDIRPDDLTAQII 
Mycobacteri.uzzi t . H37Rv MPEAVIVSTARSPIGRAMKGSLVGMRPDDLAVQMV 
Deinococcus VMPEAVIVSTARTPIGKAYRGFLNDTHGSDLGAHAV 

* * * * * * ; ; * * ; * * * . * ; * ; * ; 

+ 3 7 3 + 4 0 7 

Streptomyces avermitilis GTLXNSLQFHDKQFGLETMCVGGGQGMAMVIERLS 
Streptomyces venezuelae GTLINSLQFHDKQFGLETMCVGGGQCadAMVIERLS 
Streptomyces coellicolor GTLINSLRTHDKQFGLETMCVGGGQC34ftMVIERLS 
Th ermobi fi da fusca TTLINALQFHDKTFGLETMCVGGGQGMAAIFERLS 
Mycobac ter Ivon t. H37R.V TTLLNNLQTYDKTFGLETMCVGGGQ04AMVIERLA 
Delaococcus GHILLEGQRRGAKHWVTMCVGGOIGAAGLFEVL-

: : : : ****** * * : :* 

Figura 14. Al ineamiento de las secuencias aminoacídicas de t iolasa. Las 
secuencias en rojo corresponden a la región N-terminal, las secuencias en 
verde a la región C-terminal. Estas secuencias corresponden a las regiones de 
alineamiento de los iniciadores (Programa GeneDoc). 

Una vez identificadas las dos regiones de la proteina, se dedujo la 

secuencia nucleotídica de los dos iniciadores tomando en cuenta la frecuencia 

de uso de codones por bacterias del género Nocardia. Los iniciadores 

diseñados son los siguientes: 

Tiol 1 

5'-GAC CGC ACG CTC CCC SAT-3' 

Tiol 2 

5'-TCG CCG CCA ACG CAC AT-3' 



Estos iniciadores permitieron la amplificación de un fragmento de 1130-

pb del gen de tiolasa en las especies contempladas para su diseño. 

10. OBTENCIÓN DEL DNA GENÓMICO DE N. asteroides. 

El DNA se extrajó a partir de un cultivo en fase de crecimiento 

exponencial de N asteroides en medio BHI. Con la metodología empleada y 

utilizando 30 j.tg del botón celular, fue posible obtener DNA genómico de buena 

calidad como se observa en la Fig. 15. 

Figura 15. Anál isis del DNA genómico de N. asteroides. Electroforesis en gel 
de agarosa al 0.8%. Se depositó 1|.il de la muestra de DNA genómico de 
N. asteroides. La flecha indica el DNA. 



11. AMPLIFICACIÓN DEL FRAGMENTO DEL GEN QUE CODIFICA UNA 

TIOLASA üE N. asteroides. 

A partir del DNA genómico de N. asteroides y con los iniciadores Tiol 1 y 

Tiol 2, se obtuvó un producto de buena intensidad, del tamaño esperado de 

1130 pb (Fig. 16). 

1 2 

1600 

1100 

600 

p b 

Figura 16. Ampl i f icación del fragmento del gen de tiolasa de N. asteroides. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril 1. Marcador de peso molecular 
(DNA leader). Carril 2. Producto amplificado con los iniciadores Tiol 1 y Tiol 2. 



12. CLONACIÓN EN VECTOR T. 

El producto amplificado de 1130 pb, se clonó en vector T. Las clonas 

recombinantes se seleccionaron de acuerdo al tamaño del inserto (Fig. 17). 

1 2 3 4 
pb 

* 1 1 0 0 0 

r r 
i « _ 1700 

m m « 1100 

| 
«— 8 0 0 

Figura 17. Análisis de las clonas recombinantes. Electroforesis en gel de 
agarosa al 1%. Carril 1; Clona T2, 2; Clona T2 digerida con EcoR I, 3; Producto 
amplificado, 4; Marcador de peso molecular (X cortado con Pst I). 



13. DETERMINACIÓN DE l_A SECUENCIA NUCLEOTÍDICA DEL 

PRODUCTO AMPLIFICADO DE TIOLASA DE N. asteroides. 

Se determinó la secuencia del producto amplificado de 1130-pb y se 

tradujo a su secuencia de aminoácidos (Fig. 18). Una vez obtenida la 

secuencia, se hizo una comparación mediante el servicio Blast, y se corroboró 

que correspondía a una Tiolasa. La secuencia de aminoácidos se comparó con 

las secuencias de tiolasa reportadas para bacterias relacionadas. La secuencia 

de tiolasa de Nocardia asteroides tiene 74% de similitud con una de las 

secuencias reportadas para N. farcinica 1 y 71% con la otra secuencia 

reportada r ara N. farcinica 2 (Tabla V). 



ITMCVGGGQGMMÍVLE 
TM̂GGGQGMRMVU: 

I 
ft|QFHttKTFGLETVCVGGGQGMÍlAI FE 

*SlQFHOKQFGLET>CVGGG«GMAK̂: E 
^qfh|kqfglit»cvgggqgmamvie 

TMTVSGGQGMAMVIE 
q hOKqfg «tmcvgggqgmam e 

N a r : 
» . f l : RLS* : 4 0 6 
J». f2: RLS : 406 
M. t : RLA : 4 0 5 
T . t : RLS : 4 0 7 
3. v : RLS : 4 0 6 
8. a : RLS : 4 0 7 
S. c : RLS : 4 0 6 

da 

Figura 18. Alineamiento y comparación de la secuencia aminoacídica del 
producto amplificado de N. asteroides, con secuencias de tiolasa de bacterias 
relacionadas. N. f l ; N. farcinica 54018317, N. f2; 54016890, M. t, M. tuberculosis 
CDC1551, T. f, T. fusca, S. v, S. venezuelae, 12082816, S. a; S. avermitilis 29830055, 
S. c; S. coelicolor 21221520. 



Tabla V. Porcentaje de similitud entre las secuencias aminoacídicas de 
tiolasa de N. asteroides con secuencias de bacterias relacionadas. 

N. ñ N. fl M. t S. a S. c 

N. asteroides 74% 71% 75% 68% 67% 

N. farcinic-.: 1 79% 81% 74% 75% 

N. farcinica 2 75% 76% 76% 

M. tuberculosis 73% 74% 



DISCUSIÓN 

Nocardia asteroides, N. farcinica y N. nova, son los principales agentes 

causantes de infección sistèmica por bacterias del género Nocardia (4). Sin 

embargo, Nocardia asteroides es la principal agente causal de infecciones 

sistémicas graves, y en el 50% de los casos produce la muerte de las personas 

afectadas (69). 

Algunos de los casos de infección por Nocardia son diagnosticados 

posterior « la muerte del paciente (67), esto se debe, en primer lugar a que no 

se sospecha de este agente infeccioso y en segundo, a que no se tiene una 

prueba diagnóstica rápida que permita identificar a la especie de Nocardia 

causante de la infección. 

Hasta la fecha, las pruebas serológicas para el diagnóstico de estas 

bacterias, utilizaron antígenos al azar sin conocer su importancia desde el 

punto de vista de la respuesta inmune. Además las pruebas serológicas, no 

permiten diferenciar Nocardia, de bacterias relacionadas (105, 106). 

Exi l ia un antecedente del desarrollo de una prueba serológica para el 

diagnóstico de infección localizada (actinomicetoma) por N. brasiliensis, 

basándose en un antigeno inmunodominante. Esta prueba además de 

confirmar el diagnóstico de micetoma por N. brasiliensis, permite hacer la 



correlación clínica de la enfermedad, ya que cuando el paciente cura de la 

infección existe una disminución de los niveles de anticuerpos anti-Nocardia 

brasiliensis (107). 

Par« seleccionar una proteína que pueda ser blanco en pruebas 

diagnósticas es indispensable conocer su inmunogenicidad. Tanto la inmunidad 

celular como la humoral juegan un papel importante en la resistencia a la 

infección causada por Nocardia spp (31, 32). Sin embargo, la respuesta inmune 

humoral es más fácil de evaluar y permite determinar la inmunogenicidad de los 

componentes bacterianos, primordialmente proteínas. Anteriormente se 

pensaba que los anticuerpos no tenían actividad protectora, e incluso se 

proponía que pudieran favorecer o empeorar la infección (129). Recientemente 

Salinas y Pérez observaron que los anticuerpos del isotipo IgM presentes al 

séptimo dia postinfección, tienen actividad protectora (31). 

En esta tesis decidimos seleccionar a un antígeno inmunodominante de 

Nocardia asteroides debido a la mayor frecuencia de este agente en las 

infecciones graves (72). Para determinar los antigenos inmunodominantes 

utilizamos la técnica de Western blot por su resolución y alta sensibilidad (125). 

Los sueros utilizados en esta prueba corresponden al día 30 post-inmunización 

y post-infección, ya que en este tiempo, observamos mejor respuesta de 

anticuerpos. 



Consideramos que al evaluar la respuesta inmune humoral, debemos de 

utilizar además de extractos bacterianos, bacterias enteras ya que como 

observamos la respuesta inmune humoral contra las bacterias es menor que la 

observada contra los extractos bacterianos. Sin embargo, la respuesta 

observada contra las bacterias enteras, refleja mejor lo que ocurre en la 

infección natural. Probablemente la pobre respuesta de anticuerpos en ratones 

infectados, se debe a la dosis de bacterias utilizada y la vía de administración 

(subcutánea), que no es la vía de entrada natural de las especies del género 

Nocardia causantes de infección sistèmica. No utilizamos dosis de bacterias 

mayores, por el riesgo de provocar la muerte de los ratones, sin embargo es 

importante resaltar que al momento de sacrificar a los ratones, al día €0 

postinfección, recuperamos del sitio de inoculación (en el 80% de los ratones) 

bacterias viables (demostrado por crecimiento en cultiva). 

Al comparar mediante electroforesis, el patrón de antígenos proteicos de 

Nocardia asteroides sensu stricto, N. farcinica y N. nova, observamos que 

existe cierta similitud entre ellos, por ejemplo en N. asteroides y N. nova la 

proteína de 24-KDa es abundante, ambos extractos poseen proteínas de más 

de 66-kDa y la banda de 61-kDa es abundante en las tres especies. 

A pesar de que la respuesta humoral de los ratones infectados con 

Nocardia no fue tan intensa como en el caso de los ratones inmunizados, ayudó 

a seleccionar un a n tí ge no inmunod ominan te de N. asteroides. Si la selección 

del antigene se hubiese realizado solo sobre la base de la respuesta humoral 



de ratones inmunizados, probablemente se habría seleccionado a la proteína de 

24-kDa que es la más inmunogénica y abundante, pero esta proteína no 

desencadenó respuesta de anticuerpos en los ratones infectados. Por este 

motivo, se seleccionó a la proteína de 36-kDa de Nocardia. Para verificar la 

ausencia de reacción cruzada, se realizaron análisis de Western blot utilizando 

el suero de ratones inmunizados, que son los que presentaron mejor respuesta. 

Finalmente con los diferentes ensayos de Western blot, se seleccionó la 

proteína inmunodominante de 36-kDa de Nocardia asteroides sensu stricto 

basándose en los siguientes criterios: 1. Es una proteina abundante en los 

extractos celulares de la bacteria (Flg. 1). 2. Es un antígeno inmunodominante, 

ya que fue reconocido por el suero del 100% de ratones BALB/c 

inmunizados (Fig. 2). 3. También fue uno de los antígenos inmunodominantes 

que indujó producción de anticuerpos en ratones infectados (Fig. 5). 4. Este 

antígeno no desencadenó reacción cruzada con los antígenos de las otras 

bacterias estudiadas (Fig. 8, 9, 10). 

La secuencia aminoacidica del antígeno inmunodominante de 36-kDa de 

N asteroides seleccionado, permitió identificarlo como una tiolasa. El 

alineamiento de las secuencias aminoacídicas de tiolasas de especies cercanas 

a N. asteroides permitió definir una región conservada al inicio de la proteina y 

otra muy cercana al extremo C-terminal. Los iniciadores diseñados sobre estas 

regiones nos permitieron amplificar la mayor parte del gen que codifica para 

esta tiolasü de Nocardia asteroides, la cual se clonó. 



Las tiolasas son enzimas que participan en el metabolismo de los ácidos 

grasos, cetonas y esteroides. En particular, están involucradas en la p 

oxidación, específicamente en el paso final. Esta vía metabólica se presenta en 

procariotes y eucariotes y estas enzimas se localizan en citosol, peroxisomas y 

mitocondrias (130). Los genes de tiolasas, se encuentran conservados y 

evolucionaron a partir de un ancestro común. Desde el punto de vista funcional, 

existen dos clases de tiolasa: Tiolasa I (3-cetoacyl-CoA tiolasa) y Tiolasa II 

(acetoacetyl-CoA tiolasa). La Tiolasa I escinde ácidos grasos de cadena larga, 

mientras qve la Tiolasa II participa en la síntesis de acetoacetyl-CoA. 

De acuerdo con la comparación de la secuencia aminoácidica, con la 

reportada de otras tiolasas, observamos que existe similitud con las secuencias 

de Tiolasa I, sin embargo, esta caracterización se tendrá que complementar 

con ensayos bioquímicos de especificidad de substrato. La tiolasa de Nocardia 

asteroides sensu stricto presenta varias substituciones con las tiolasas de 

especies cercanas, como N. farcinica. Estas substituciones podrían explicar la 

ausencia de reacción cruzada en los análisis de Western blot. Por lo tanto esta 

proteína podría ser un buen candidato para el desarrollo de una prueba 

diagnóstica mediante serología en pacientes inmunocompetentes, y/o biología 

molecular utilizando PCR y RFLPs en pacientes inmunocomprometidos. 



CONCLUSIONES 

1. Identrfi. amos el antigeno inmunodominante de 36-kDa de Nocardia 

asteroides sensu stricto, que no presenta reacción cruzada con antígenos de 

Nocardia farcinica ni con Nocardia nova. 

2. Se aisló el antígeno inmunodominante de 36 kDa de N. asteroides sensu 

stricto y se clonó el gen que codifica para este antígeno. 

3. Este antigeno inmunodominante de Nocardia asteroides sensu stricto, 

corresponde a una Tiolasa. 

4. Se corroboró que existen diferencias en la secuencia de aminoácidos entre 

tiolasa de Nocardia asteroides y Nocardia farcinica, lo que hace a este 

antígeno un buen candidato para desarrollar una prueba diagnóstica. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

AIF Adyuvante incompleto de Freund 

BHI Medio de infusión cerebro corazón (Brain heart infusión) 

BSA Albúmina sérica bovina (Bovin serum albumin) 

°C Grados centígrados 

% c Porciento de agente entrecruzador (bis-acrilamida) 

cbp Cuanto baste para 

dTTP Trifosfato de desoxitimina 

DNA Ácido desoxirribonucléico 

dNTPs Desoxirribonlucléosidos difosfato 

ELISA Ensayo inmunoenzirnático 

EDTA Ácido etilendíaminotetra-acético 

Fig. Figura 

g Gramos 

g Fuerza centrifuga relativa 

HCI Ácido clorhídrico 

H2SO4 Ácido sulfúrico 

IgM Inmunoglobulina M 

kDa kilodaltons 

L Litro (s) 

M Concentración molar 

mg Miligramo (s) 

f¿9 Microgramo (s) 

min Minuto (s) 

mi Mililitro (s) 

Microlitro (s) 

mM Concentración milimolar 

f jM Concentración micromolar 



ng Nanogramo (s) 

P Página 

PA Producto amplificado 

pb Paraes de bases 

PBS Amortiguadorde salina-fosfatos 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

pH -log [H *] 

PM Peso molecular 

%p/v Porcentaje peso/volumen 

%T Porcentaje total de acrilamida-bisacrilamida en el gel 

%C Porcentaje total de bisacrilamida en el total de acrilamida 

SDS Lauril sulfato de sodio 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de 
sodio (Sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis) 

TA Temperatura ambiente 

TBS Solución Tris amortiguada con sodio 

TEMED N^N'.N'.tetrametiletilendiamina 

Tris Tris(hidroximetil)aminometano 

TTBS Solución Tris amortiguada con sodio más Tween 

Tm Temperatura de alineamiento 

U Unidades internacionales de enzima 

UFC Unidades formadoras de colonias 

v Voltios 

X Veces de concentración 
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APÉNDICE A 

NOMENCLATURA PARA LOS aminoácidos 

A Alanina 

R Arginina 

N Asparagina 

D Acido aspártico 

C Cisteína 

Q Glutamina 

E Acido glutámico 

G Glicina 

H Histidina 

I Isoleucina 

L Leucina 

K Lisina 

M Metionina 

F Fenilalanina 

P Prolina 

S Serina 

T Treonina 

W Triptofano 

Y Tirosina 

V Valina 



APÉNDICE B 

EQUIPO 

1. Agitador magnético (Corning) RC-353. 

2. Baño de agua (American ) B6990. 

3. Cámara de electroforesis ( BIO-RAD ) Model Mini Protean II. 

4. Cámara de eletroelución ( BIO-RAD ). 

5. Cámara de transferencia ( BIO-RAD ) Mini Trans Blot Cell. 

6. Campana para PCR 

7. Centrífuga ( Beckman) Allegra 64R. 

8. Centrífuga ( Beckman ) TJ-6. 

9. Espectrofotómetro (Beckman) DU 7500. 

10. Fuente de poder ( BIO-RAD ) Model 3000/300. 

11. Hor • ogenizador (Ever-bach). 

12. Incubadora ( Control Enviroment) NARCO. 

13. Incubadora con agitación ( GCA/Presicion Scientific). 

14. Liofilizadora (VIRTIS ). 

15. Microscopio (Zeiss ). 

16. Micro-Shaker II ( Dynatech ). 

17. Potenciómetro ( Beckman) 43 pH Meter. 

18. Refrigerador (American Sci.) Ultra low. 

19. Refrigerador (Keívínator). 

20. Termociclador (Perkin Elmer) 

21. Termociclador (JM Research) 

20. Thermix Stirrer ( Fisfier). 
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