UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA

IDENTIFICACION DE UN ANTIGENO
INMUNODOMINANTE DE Nocardia astercides CON
POTENCIAL DIAGNCSTICO

Por
MARIA DE LOS ANGELES CASTRO CORONA

Como requisito parcial para obiener el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS con Especialidad en Inmunologia

Enero, 2005




VNOH0O O¥USVO SITIONV SOT 30 VIEVH




NORTRIAUIET

1111111111



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA

IDENTIFICACION DE UN ANTIGENO INMUNODOMINANTE DE

No.- ardia asteroides CON POTENCIAL DIAGNOSTICO

Por

MARIA DE LOS ANGELES CASTRO CORONA

Camo requisito parcial para obtener el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS con Especialidad en Inmunologia

Enero, 2005



740

& 2
-435
< 3

é)\ Rlna
Qi Zaeh
: ) “-_ -3
L3} F%'"-ﬁ

.

Vo
B 5300
TFEIS UG 1 JRADQ



IDENTIFICACION DE UN ANTIGENQ INMUNODOMINANTE DE

Nocardia asteroides CON POTENCIAL DIAGNOSTICO

Aprobacidn de la Tesis:

Seel)

Dr. Mario César.Salinah Camona
Director de Tesis

Dr. Lucio_gergaabrera
Comision de Tesis

Dr. Carlos Eduardo Medina De la Garza
Comisidn de Tesis

e

Dr. Juah Manuel Solis Soto
Comision de Tesis

@,@f@@

Dr. Dionicia Angel Galarza Delgado
Subdirector de Estudios de Postgrado

1l



IDENTIFICACION DE UN ANTIGENO INMUNODOMINANTE DE

Nacardia asteroides CON POTENCIAL DIAGNOSTICO

El 1esente trabajo fue realizado por Maria de los Angeles Castro
Corgna, en el Departarmento de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, bajo la direccion del Dr. Mario César
Salinas Carmana. Apoyado parcialmente por la Universidad Autonoma de

Nuevg Ledn (PAICYT).

Agradezco a CONACYT la beca — crédito otorgada.

ii



A Pablo Millin Corona

In memoriam

Stempre permanecerd en nuestro corazén

v



DEDICATORIA

A MIS PADRES

Maria de Jesus y José Santos, por €l apoya incondicional y su inmenso carifio.

A MIS HERMANOS

Mario, Elpidio, Pablo, Hilda, Teresa, Pablo R. y Femando, porque son un
ejemplo de perseverancia.

A MIS SOBRINOS

Maritza, Roberto, Ménica, Gabriela, Daniel, Leonardo y Erick, por iluminar mi
vida.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Mario César Salinas Carmona, por su direccidon y sabios consegjos, por
ofrecerme la oportunidad de formar parte de su equipo.

A la Dra. Agnés Revol, por sus consejos y por su interes para llevar a buen
termino este proyecto.

Al Dr. Lucio Vera Cabrera, por sus valiosas aportaciones y por el legado
Nocardia.

Al Dr. Juan Manuel Solis Soto, por su disposicion para colaborar en este
trabajo.

Al Dr. Carlos Eduardo Medina De la Garza, por tu critica acertada, por tus
consejos precisos y principalmente por tu amistad.

A la Dra. Maria del Socorro Flores Gonzalez, porque a pesar de la distancia,
comao [0s buenos amigos, siempre esta presente.

A todos los companieros del Departamento de inmunologia (dice TODOS),
parque cada uno de Ustedes es pieza clave para el buen desarrollg de nuestro
trabajo. Ademas, par formar parte de mi segunda familia.

A la Dra. Herminia Martinez Rodriguez, gracias por preocuparse par las
estudiantes de postgrado, por sus ensefanzas y su trato siempre cordial.

Agradezco sinceramente a todos los companeros de las diferentes
especialidades del postgrado, por la solidaridad que siempre me brindaron.

A las doctoras de la AMNL: Estela Morales, Irene Rosas, Lidia Arenas,
Guadalupe Moreno, Beatriz de la Fuente, Sandra Villarreal, Rosalba Rodriguez
y Angelina Patron, por compartir sus conocimientas y experiencia y permitirme
ser parte del grupo.

A Glona Molina, Ana Laura Marines, Araceli Fuentes y Lupita De la Cruz por
su amistad y carifio.

Al personal de la Facultad de Medicina y Hospital Universitario, que brindan
servicio de calidad, pero lo mas importante con calidez.

Gracias a todos los compafieros, que han estado en el Departamento de
Inmunolagia, por los dias felices que compartimos.

Un agradecimiento especial a todos los alurmnos de Medicina, que han cursado
la materia de Inmunalogia, Ustedes han sido mis mejores maestros.

vi



INDICE

Contenido

RESUMEN

INTRODUCCION

1.1 Aspectos microbioldgicos

1.2 Patolugia y farmas clinicas de la infeccion
1.3 Respuesta inmune

1.4 Infecciones en humanos

1.5 Diagnostico

1.6 Justificacion

HIPOTESIS

OBJETIVOS

MATERIAL Y METODOS
1. Microorganismos
2. Obteruon de los extractas celulares

2.1 Obtencidn del indcula

2.2 Obtencidn de extractos celulares de bacterias del género

Nocardia

3. Determinacion de proteinas por €l método de Bradford
4. Analisis electroforético de los extractos celulares

4.1 Analisis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
de sodio (SDS-PAGE), de los extractos celulares
de N. asteroides sensu stricto, N. farcinicay N. nova

4.2 Tincion con nitrato de plata

vii

Pagina

Xiii

~N h W -

12

17

18

19
19
19
19

20
21
22

22

24



4.3 Tincion con azul de Coomassie

. Identificacion de antigenos inmunodominantes de
N. asteroides, N. farcinica y N. nova. en ratones BALB/c

5.1 Animales

5.2 ldentificacion de antigenas inmunodominantes de
N. asteroides N. farcinica y N. nova en ratones
BAIl B/c inmunizados

5.2.1 Antigenos
5.2.2 Esgquema de inmunizacion

5.3 Identificacion de antigenos inmunodominantes de
N. asteroides N. farcinica y N. nova en ratones
BALB/c infectados

5.3.1 Indculos
5.3.2 Esquema de infeccidn

. ldentificacion de antigenos inmunodominantes mediante
Wastern blot

. Aislamiento de una antigeno inmunodominante

7.1 Electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida
al 12% con dodecilsulfato de sodio

7.2 \dentificacion del antigeno inmunodominante

7.3 Electroelucidn del antigeno inmunodominante

. Transferencia de un antigeno inmunodominante a
membrana palyvinylidene difluoride (PVDF)

8.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida la 12 % en
condiciones desnaturalizantes

8.2 Transferencia del antigeno inmunodominante a
membrana de PVDF

8.3 Tincién de |la membrana de PVDF con azul de
Coomassie

. Determinacion de la secuencia aminoacidica N-terminal
de un antigeno inmunodominante

10. Clonacidon de un antigeno inmunodominante de N. as{eroides

vii

24

25

25

25
26
26

27
27
27

28
29

29
30
30

31

31

31

32

32
33



10.1 Obtencién del DNA gendmica

10.2 Disefio de iniciadores

10.3 Estandarizacion de la técnica de PCR

10.4 E'xctroforesis en geles de agarosa

10.5 Clonacion del producto amplificado en vector T
10.5.1 Preparacién del vector T

10.5.2 Ligacion del vectar T y el producte amplificado
para formar el vector recombinante

10.5 3 Transformagcién de células E. coli

10.5.4 Caracterizacion de las clonas recombinantes
10.5.5 Obtencion del DNA plasmidico

10.5.6 Andlisis de los plasmidos recombinantes

11. Determinacion y anadlisis de la secuencia nucleotidica del

producto amplificado

RESULTADOS

1.

Rendimiento del extracto celular de N. asteroides, N. farcinica
y N. nova

2. Andlisis de los extractos celulares en SDS-PAGE

Identificacidn de antigenos inmunodominantes en suero de
ratones BALB/c inmunizados

Identificacion de antigenos inmunodominantes en suero de
ratones BALB/c infectados

Seleccion de un antigeno inmunodominante especifico
de N. asteroides

6. Aislamiento del antigeno inmunodominante de N. asferoides

7. Secuencia aminoacidica N-terminal de |a proteina de 36-kDa

de N. astercides

8. Comparacion de la secuencia N-terminal

. Disefio de iniciadores para €l gen que codifica a la proteina

de 36 kDa de N. asteroides

10. Obtencion del DNA gendmico de N. astercides

33

34
35
36
36

38
39
39
39
40

41

42

42
42

44

48

§2
56

59
59

60
62



11. Amplificacion del fragmento del gen que codifica una tiolasa
de N. asteroides

12. Clonacion en vector T
13. Determinacion de |a secuencia nucleotidica del producto
amplificado de tiolasa de N, asteroides

DISCUSION

CONCLUSIONES

LITERATURA CITADA

LISTA DE ABREVIATURAS

APENDICES

APENDICE A
APENDICE B

63
64

69

73

74

91

93

94
95



LISTA DE TABLAS

Tabla Pagina
{. Condiciones de la PCR 35
Il. Digestion de pBS-SK |l con Ecc RV 36
I1l. Condiciones de reaccidn para la preparacion del vector T 37
IV. Condiciones de ligacion 38

V. Porcentaje de similitud entre las secuencias aminoacidicas de
tiolasa de N. asteroides con secuencias de bacterias relacionadas 67

xi



LISTA DE FIGURAS

Lista de Figuras

1. Patrdn electroforetico de los extractos ¢elulares de Nacardia

9.

10.

11.

12,
13
14.
15,
16.

17.
18.

Respuesta de anticuerpos de ratones inmunizados
con extracto de N. asteroides

Respuesta de anticuerpos de ratanes inmunizados
con extracto de N. farcinica

Respuesta de anticuerpos de ratones inmunizados
con extracto de N. nova

Respuesta de anticuerpos de ratones infectados
con N. - sferoides

Respuesta de anticuerpos de ratanes infectados
con N. farcinica

Respuesta de anticuerpos de ratones infectados
con N. nova

Analisis de anticuerpos de reaccion cruzada, producidos
por ratones inmunizados con Nocardia

Analisis de anticuerpos de reaccidon cruzada, producidos
por ratones inmunizados con Nocardifa

Analisis de anticuerpos de reaccidon cruzada, producidos
por ratones inmunizados con Nocardia

Andlisis electroforético de la proteina de 36-kDa de

N. asteroides

Analisis de ia proteina de 36-kDa transferida a PVOF
Comparacian del péptido N-terminal de N. asteroides
Alinea!;dento de las secuencias aminoacidicas de tiolasa
Analisis del DNA gendmico de N, asteroides

Amplificacién del fragmento del gen de tiolasa de
N. asteroides

Analisis de las clonas recombinantes

Alineamiento y comparacion de las secuencias aminoacidicas

del producto amplificado de N, asteroides sensu stricto

Xil

Pagina
43
45
46
47
49
50
51
53
54
55

97

52
60
61
62

63
64

66



RESUMEN

Maria de los Angeles Castro Corona Fecha de Obtencian del grado
Enero 2005

Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo del estudio: IDENTIFICACION DE UN ANTIGENO INMUNODOMINANTE DE
Nocardia asteroides CON POTENCIAL DIAGNOSTICO

Numero de paginas:95 Candidato al grado de Doctor
en Ciencias con Especialidad
en l[nmunologia.

Area de estudio: Inmunologia

Propdsito y Método del estudia: Nacardia astercides, Nocardia farcinica y Nocardia
nova producen infeccién sistémica en los seres humangs. Hasta el momenta las
pruebas para la identificacion de estas especies solo se realizan en laboratarios de
referencia. El gbjetivo del presente trabaje fue identificar un antigeno inmunodaminante
de Nocardia asteroides que pueda ser utilizada para desarrollar una prueba gdiagndstica
rapida que sea utilizada en la mayoria de lgs laboratorios de andlisis clinicos, El
antigeno inmunodominante se identificd mediante |a respuesta de anticuerpos en el
suero de ratones BALB/c infectadges € inmunizados con (as tres especies de Nocardia
mediante la tecnica de Western-blat. E! antigeno identificado se aislo a partir de un
extracto celular, y se determing su secuencia N-terminal. A partir de esta secuencia se
disefiaron iniciadores consenso con lo que se amplificd el gen correspandiente el cual
se clond en vector T.

Contribuciones y Conclusiones: Mediante el andlisis de 'a respuesta de
anticuerpos fue posible identfficar un antigeno inmunodominante de WNocardia
asteroides sensu stricto. Este antigeno no desencadend reaccion cruzada con N,
farcinica y N. nova, ademas indujo respuesta de anticuerpos en ratones infectadas, La
secuencia N-terminal identifico a 1a proteina como una ticlasa. Después del disefno de
niciadores consenso para el gen del antigeno seleccionado, se amphficd el gen de
ticlasa a partir del DNA gendmico de N. asferoides sensu siricto. El producto
ampiificado se clond en vectar T. La secuencdia nucleotidica de! producto amplificado
de N. asteroides, presenta un 77% de similitud con Nocardia farcinica. Las diferencias
encaontradas, hacen a esta proteina un buen candidato para desarrollar una prueba
diagnostica.

F

Dr. Mario César Salfhas Carmona
Director Qe Tesis
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INTRODUCCION

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 cédlido se encuentran millones de

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

En el afio de 1888 Nocard, ais!é de un bovino con mastitis, un
micro-organismg aerobio, filamentoso. Un afio mas tarde Trevisan cred el
género Nocardia, y Nacardia farcinica se considerd como la especie tipo (4). En
1890, Eppinger aislo un arganismo similar de un paciente con una enfermedad
sistémica; este organismo fue nombrado Cladothrix asteroides, sin embargo en
1896 fue renombradao coma Nocardia asferoides (§). Actualmente Nocardia

asteraides es considerada la cepa tipo de este grupo de microarganismos (6).

1.1 Asperc .os microbiologicos.

A finales de 1890 se reconocid un grupo de microorganismos
filamentosos que semejaban a hongos y bacterias. Estos organismos fueron
nombrados Actinomicetos. Originalmente los Actinomicetos comprendian 4
géneros: Actinomyces, Streptomyces, Nocardia y Mycobacterium (6). Hasta la

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



Los géneros bacterianos Corynebacterium, Rhodococcus, Gordonia,
Tsukamurella, Nocardia y Mycobacterium estan filogenéticamente relacionados
(7, 8,9, 10, 11, 12). Para [a diferenciacidn taxonémica de estos géneros se han
desarrallz.o  diversas técnicas, enire ellas el andlisis gquimico de los
componentes de la pared celular, en donde Corynebacterium, Rhodococceus,
Nocardia y Mycobacterium se han clasificado dentra del tipo IV par los
carbohidratos de su pared celular y patran de azucares tipo A (arabinosa y
galactosa) (8). La pared celular de las bacterias del genero Corynebaclerium
pose acidos micolicos cuyas cadenas varian entre 20-38 atomos de carbono, en
el caso de Rhodococcus las cadenas son de 34-66, para Nocardia son de 44-
60 y para Mycobacterium de §0-90 (6). Estas caracteristicas se han utilizade
como criterio taxonomico para diferenciar especies de Mycobacternium (6, 8).
También se ha utilizado para (a ciasificacidn bacteriana la composicion de sus
acidos nucleicos, en donde estos géneros presentan un alto contenido de (%
molar) guanina-citosina: 52-68% para Corynebactenum, 59-69% para
Rhodococcus, 60-72% para Nocardia y 62-70% para Mycobacterium (8, 9, 13).
Los analisis previamente mencionados hacen evidente las similitudes
biogquimicas y estructurales que existen entre estas bacterias. Desde el punto
de vista inmunolégico, 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 Goadfellow y Minnikin coma
actinomicetes grampositivos, aerobios, de desarrolio lento, que producen

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



filamentos ramificados en el micelio aéreo tienen un diametro que variade 0.3 a
1.5 um. De acuerdo a sus caracteristicas tintoreales, las bacterias del género

Mycabacterium son acido-alcohol resistentes, mientras que Nocardia y

Rhodocaccus lo son parcialmente (6).

Nocardra asteroides es una especie hetercgénea que puede incluir por lo
mengs a una docena de subgrupeos 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 Patologia y formas clinicas de la infeccidn.

N. asteroides, N. brasiliensis y N. otitidiscaviarum, son las tres especies
que causan la mayoria de las infecciones en humanos (186). En el hombre,
cerca del 80% de lgs casos de nocardiosis pulmonar y sistémica es causada
por N. asteroides, el 15% par N. brasiliensis y el 1% por N. ofitidiscaviarum. (16,

17, 18).

Las infecciones por Nocardia spp. pueden agruparse en una amplia
gama de enfermedades de acuerdo a la via de infeccidn y las subsecuentes
manifestaciones clinicas y caracteristicas anatomopatologicas (16). Estos

grupos incluyen: nocardiosis pulmonar ¥y sistémica, nocardiosis localizada



cutanea y subcutanea, infeccion linfocutanea (enfermedad esporotricoide) y

actinomicetomas (10, 19j.

El actinomicetoma se presenta como un nédulo indolaro en el sitio de la
lesidn, que en el transcurso de unas semanas a meses se observa la formacion
de fistulas, por fas que drena material seroso, serasanguinolenta o puruiento
(14). Este material contiene granulos gue estan constituidos par células
inflamatarias y colonias macroscdpicas del microorganisma. La lesién se puede

diseminar a musculo o hueso.

N. asteroides, también produce en la mayoria de los casos, infeccion
sistemica caracterizada por supuracion sin presencia de grangs, originando
la enfer-adad conocida como nocardigsis. N. asleroides es €l principal
agente causal de la nocardiosis en Norte Ameérica (20), donde esta enfermedad

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

La nocardiosis es una enfermedad que generalmente afecta a los
pulmones y puede llegar a diseminarse a otro érgano. En 1a infeccidon pulmonar
las lesiones pueden ser dispersas o formar un absceso grande y confluente.
Histalbégicamente se observa granulacion y fibrosis del tejido que rodea las
areas de necrasis. En los abscesas, N. asteroides se encuentra dispersa en
forma de redes: esto constituye el pseudogranulo, en donde también se
encuentra:; una gran cantidad de leucocitos polimorfonucleares, células

plasmaticas, linfocitas y fibrina (23).



La infeccion de los pulmones puede permanecer localizada, o
diseminarse por extension directa. Sin embargo, aproximadamente 23-25% de
los casos presentan diseminacion hematbgena. Durante la diseminacion
hematégena el cerebro representa el principal blanco tanto para lesiones
primarias o secundarias pero también se pueden presentar lesiones en piel,

rifidn, ojos y corazon (14).

La -ocardiosis frecuentemente mimetiza otras enfermedades como:
tumores, varnos tipos de cancer, infecciones piogenas, tuberculosis y una
varigdad de infecciones por hongos por l0 que en ocasiones nu es

diagnosticada correctamente (16).

Las diferentes formas clinicas de infecciones por Nocardia se ¢bservan
en todo el mundo, sin embargo en las regiones de temperatura templada se
observan infecciones causadas por Nocardia asterofdes, mientras que en las
regiones calidas tropicales y subtropicales predominan las infecciones
causadas por Nocardia brasifiensis (16). Las infecciones causadas por Nocardia

atitidiscaviarum parecen no tener predileccion geografica.

1.3 Respuesta inmune.

El esfudio de la respuesta inmune en los individuas can infeccianes

causadas par Nocardia, demuestra que los mecanismos de resistencia

inespecifica tienen un papel primordial en la proteccion contra estos



microorganismos (24). Las bacterias del género Nocardia son faciimente
fagocitadas, sin embargo su muerte depende de la virulencia y de las
caracterist.cas de su pared celular (24). Las cepas virulentas de N. asteraides
inhiben la fusidn fagosoma-liscsoma, disminuyendo la fosfatasa acida
lisosomal, lo que le permite crecer dentro de los macrofagos (25). Asi mismo
estas cepas producen y secretan una superdxido dismutasa y tienen niveles
elevados de catalasa intracitoplasmatica (26). Ambas enzimas praotegen int vitro
a las bacterias de la muerte producida por el estallido oxidativo fagolisosamal

de los palimorfonucleares (26).

Con respecto a la respuesta inmune humoral, algunos estudios sugieren
que los anticuerpos favorecen la infeccion par Nacardia (27). Para evaluar el
papel de los linfocitos B en la resistencia a la infeccidn, se infectaron ratones
CBA/N (deficientes de linfocitos B) can N. aslervides 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
acasion con Nocardia asteroides y se abservd que (os ratones que no producian
anticuerpos eran mas resistentes a la infeccion que los ratones normmales.
Ademas los estudios de inmunoproteccion utilizando sueros inmunes no han

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

Recientemente, Salinas-Carmona y Peérez-Rivera describieron una
respuesta IgM especifica que se presenta a 10s 7 dias postinfeccion; se observd

que estos anticuerpos evitan el desarrollo de micetoma en un madelo



experimental de actinomicetoma por N. brasifiensis en ratones BALB/c. Esto
sugiere fuertemente que los anticuerpos IgM son los efectores humorales

responsables de la proteccidon 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 interactdan con subpoblaciones de linfocitos T
y con macrafagos, para aumentar la capacidad microbicida de los macrofagos.
Los ensayos de transferencia adoptiva de linfocitos T de ratones inmunizados
con Nocardra, a ratones deficientes de células T, demostraron que despues de
la inyeccidn intravenosa de Nocardia en estos Ultimos, hay una eliminacion
mas rapida de las bacteras {17). En estudios realizados in vifro, 1os macrofagos
activados, mostraron una mejor actividad microbicida cuando se incubaron ¢on

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

1.4 Infecciones en humanaos.

A partir de los aflos naventa se ha abservado un aparente incremento de
las infecciones causadas por Nocardia. En pacientes con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) por el virus de la inmunodeficiencia 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 mas del 50% de los casos de infecciones por Nocardia se presentan en

pacientes inmunacomprometidos (40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47), e 50%



restante se presentan en sujetos inmunocompetentes (48}, observandase en la
mayoria de los casos infecciones cutaneas (49) aunque éstas también se han

reportado en pacientes inmunocomprometidos (50, 51).

Existe un numero creciente de informes de casos de infecciones
sistémicas causadas por N. asferoides, N. farcinica y N. nova; la mayoria de
estos casos se refieren a enfermos estudiados fuera de Méxica. En el ario 2000
en un hospital para enfermos con tuberculosis en la India, repartaron una
prevalencia de nocardiosis pulmonar de 1.4%; sin embarga, el diagndstico lo

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

En !apdn, en el centra para la investigacién de agentes patdgenos,
estudiaron infecciones causadas por Nocardia en el periode 1991-2002 y
encontraron que el 72.3% correspondian a N. asfteroides; ademas reportaron
que el principal factor predisponente fue el uso de terapia inmunosupresora y la
edad de los pacientes, oscilaba entre los §1 y 80 anos de edad (41). En adultos
mayores tambien se ha reportado infeccidn del sistema nervioso central por
Nocardia asociada a otro agente patdgeno, tal como Aspergiffus fumigatus (42,

52).

En el norte de Ralia, un grupo de investigadores, realizd un estudio
refrospecti-o que comprendid el periodo de 1982-992 y encaontraron 30 casos
de nocardiosis; el 83.3% de los casos fueron producidos por N. asteroides y

13.3% por N. farcinica (83). Ademas de inmunosupresion, encontraron coma



factor predisponente importante enfermedad pulmonar previa con presencia de
fibrosis pulmonar. El misme grupo reportd 26 casos en el periodo
1993-1995; nuevamente N. astercides ocupd el primer lugar causando el
69.2% de las infecciones, N. farcinica 19.2%, N. nova 7.6% y N. brasifiensis

3.8% (94).

En =spana, en el Hospital Ramon y Cajal, Pintado analizé la incidencia
de infecciones por Nocardia en un periodo de 24 anos (1978-2001) y encontrd
34 casos (59). El 97% de estas infecciones fueron causadas por bacterias
pertenecientes al complejo Nocardia asteroiges. La infeccion pulmonar o¢ummid
en el 41% de lgs casos y el 85% tenian como antecedente inmunosupresion y/o

enfermedad pulmonar.

En Chile, en el hospital Dr. Satero del Rio, reportaron en el afio 1995,
tres casos de Infeccion diseminada por N. asferoides en pacientes
inmunocompetentas (56) y en 1996 un caso en un receptor de transplante renal

(57).

En México, solo hay un informe de infecciones sistemicas causadas por
Nocardia en pacientes infectados por el VIH, estudio realizado en el Instituto
Nacional de la Nutricion “Salvador Subiran®. En este informe se describe un
incremento en la frecuencia de infecciones por Nocardia; de 0.3% en el afio

1985 a 1.8% en el afio de 1989 (68).
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En la infeccion sistemica por Nocardia, la localizacion pulmonar ocupa el
primer lug:r y se han reportado casos en pacientes con transplante renal,
pulmanar, cardiaco y de méduta dsea (57, 59, 60, 61, 62, 63, 64). La infeccion

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

Segln el estudio de Canet, en pacientes con transplante renal, existe un
incremento en el numero de infecciones por Nocardia cuandao se intraduce un
nueva agente inmunosupresor (43). En este estudio reportaron una incidencia
de infecciones de 0.2 % en pacientes que recibieron ciclosparina A, a diferencia

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

En cuanta a las infecciones del sistema nerviosc central, el primer
reporte de absceso cerebral se realizé en el ano 1950, en un paciente de Texas
(67), y el ultimo reporte se hizo en Diciembre del 2004, en Turquia {(68). En
algunos reportes de los afos sesentas, los abscesos cerebrales se presentaron
en pacientes con infeccién primaria pulmonar y el agente etioldgico reportado
fue N. asteroides (69, 70, 71). En 1994, Mamelak analizé los 131 casos
reportados desde 1950 a 1993, 11 de ellos estudiados por su grupc en un
periodo de 23 anos (72). Los hallazgos repartados fueron: edad promedio 42

afncs + 151 anos, relacion vardn:mujer 2.3:1, 34% recibian tratamiento

inmunosupresor y solo el 5% era seropositivo para el ViH.
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Las infecciones de sistema nervioso central con frecuencia son
confundidas con masas tumorales lo que retrasa el inicio del tratamiento
apropiado (44). Ademas de los pacientes inmunosuprimidos, también se han
reportado casos de infeccidon en pacientes con inmunodeficiencia secundaria,

tal comao en personas diabéticas (41, 45).

Rec’:ntemente también se han reportadg infecciones par Nocardia an
sujetos javenes y/o sin afeccion inmunologica, sienda primardialmente infeccion
localizada, sin embargo algunas de estas infecciones son de tipo sistémico (44,

73,74,75,76,77).

En la edad pediatrica, las infecciones por Nocardia son poco frecuentes y
cuando se presentan lo hacen en nifios con algun tipo de inmunodeficiencia
primaria, como la enfermedad granulomatosa crénica (78, 79, 80) o en
pacientes con enfermedad autoinmune (81). En el ario 2000 se reporté el caso
de una nifla de 9 afios, previamente sana, con neumonia y abscesos
cerebrales por Nocardia (82) y en el ario 2003, el de un lactante de 2 meses

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

Ademas de infecciones sistémicas graves, la infeccton por Nocardia se
presenta comao infeccion primana cutanea y linfocutanea (84, 85, 86, 87).
Algunas farmas clinicas de infeccion menos frecuentes incluyen: meningitis,
sinusitis esfenoidal, pericarditis, masa mediastinal, absceso de glandula

mamaria, absceso renal e infeccion en (a glanduia tiroides (88, 89, 90, 91, 92,
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93, 94, 95). En los dltimos ahos, se ha reportado con mayor frecuencia
infeccione:. a nivel ocular comao: keratitis, ulcera corneal y escleritis (96, 97,

98, 99, 100, 101, 102).

1. 5 Diagnéstico.

El diagnastico etiolégico de las infecciones causadas por
microorganismos del género Nocardia es dificil. La determinacion del agente
etiolagico se establece mediante varios examenes de laboratorio tales camo el
examen microscopico directo que permite identificar los granos (103). Mediante
el estudio histopatologico es posible en ocasiones hacer un diagnéstico del
agente etiuQgico de acuerdo a su morfologia y a sus caracteristicas tintoreales
(6). Sin embargo, para realizar el diagndstico de micetoma actinomicatico por
Nocardia se requiere un minimo de tres semanas, ya que es necesario hacer
un cultivo y realizar la caracterizacion bioquimica para la confirmacion de este

agente causal (104).

Se han realizado investigaciones con el objeto de mejorar la capacidad
diagnéstica hacia Nocardia. La mayoria de los métodos desarrollados son
inmunoldgicas, tanto seroldgicos como reacciones cutaneas (105, 106, 107,
108). El principal problema de la mayoria de estas pruebas es que no son
aspecificas 0 su sensibilidad es baja. Probablemente las fallas en la
especificidad de las pruebas se deben a que los antigenos utilizados na son los

adecuados.
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Diferentes investigadores, principalmente en Estados Unidos y Eurapa,
han trabajado en el desarrolla de pruebas para diferenciar las especies del

genero Nocardia causantes de infeccion sistémica.

En 1990, Wallace evalud 200 cultivos que previamente habian sido
identificados coma N. asteroides, y encontré 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 propuseo utilizar el patron de

resistencia a antibidticos para |a identificacion de esta especie (109).

En 1994, Carson propuso la diferenciacion de N farcinfea de
N. asteroides, mediante la prueba de opacificacion del medio Middlebrook 7H10

por N. farcinica, aunado a su capacidad de ¢recer a 45°C (110),

En 1995, Provost utilizd 1a actividad citotaxica contra Nocardia, de Pichia
mrakii (K9) y Pichia lynferdii (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 hidrdlisis de L-pyrrolidonyl-p-

naphthylamide (PYR), ya que solamente Nocardra farcinica yy Nocardia nova

hidrelizan PYR (112) .
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A partir del afic 1995, se reportaron técnicas de biologia molecular para
la identificacion de bacterias del género Nocardia y para la diferenciacion de
especies. Steingrube, propuso la amplificacion de DNA con analisis de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriceidn (RFLPs), con lo que es
posible diferenciar bacterias del género Nocardia de Mycabacterium, asi como
diferenciar algunas especies de Nacardia. Sin embargo, con esta metodologia

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

Workman en 1898, propuso utilizar la sensibilidad a antibidticos para
identificar a N. farcinica y N. nova, sin embargo, esto tambien requiere de otras
caracteristicas, como propiedades de crecimienta, utilizacion de ramnosa y

produccion de acetanuda (114).

En 1999, Laurent desarrolldé una técnica basada en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para la identificacidn de bacterias del génern
Nocardia. ULilizd como blanco el gen de rRNA 1685 y logré diferenciar bacterias
del género Nacardra de bacterias estrechamente relacionadas como Gordonia,

Mycobacternium, Rhodococcus, Streptomyces y Tsukamurelia (115).

En el afio 2000, Conville evalud la utilidad de la PCR y RFLPs sobre el
rRNA 18S sin embargo solo fue posible la identificacion del 86 % de las cepas

estudiadas (1186).
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Recientemente en el afio 2002, Kiska utilizé un grupa de pruebas para la
identificacion de especies de Nocardia, entre ellas sus patrones de sensibilidad
a antibidticos, la utilizacion de citrato y acetamida como fuente de carbono y la
asimilacién de inositol y andanitol (117) pero esta bateria de pruebas requiere

por lo menos una semana.

A pesar de la gran cantidad de pruebas reporiadas el diagndstica de
infeccion poar Nocardia requiere de liempo, ademds de que algunas de las

pruebas se realizan solo en laboratorios de referencia.

En 1993 Salinas, reportd el uso de una técnica de ELISA para el
diagnastico de infecciones por N. brasiliensis (107) con una alta sensibilidad y
especificidad; en esta prueba se utilizd como antigeno una proteina que habia
sido previamente identificada como inmuncdominante tanto en humanos,

conejos y ratones (118).

1.6 Justificacion.

En los ultimos afios han aumentado el numero de casos de infeccion en
el ser humano por bacterias del género Nocardia. Las infecciones sistemicas
por estas bacterias tienen una mortandad del 50%, por lo que es necesario
realizar el diagndstico de farma oportuna. De acuerdo al antecedente del uso
de antigenos inmunodominantes de N. brasiliensis como blanco para el

desarrollo de una prueba diagnéstica, y la carencia hasta el momento de
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métados diagndsticos rapidos para otras especies del génera Nocardia,
consideramos importante identificar antigenos inmunodominantes que sean
especificos. El conocer su secuencia aminoacidica permitira en el futuro el
desamrollo de un método para la identificacion rapida y exacta de una de las
especies, que con mayor frecuencia es causante de infeccion sistémica. Can
esto se tendra la posibilidad de diagnosticar oportunamente esta infeccion.
Ademas, el conocer la especie causante de estas infecciones, le permitira al
clinicoe decidir €l tratamiento antibidtico apropiado cen lo que podra disminuir la

mortalidad causada par estas bacterias.
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HIPOTESIS

Nocardia asteroides sensu estricto, Nocardia nova y Nocardia farcinica
aunque bioguimicamente casi indistinguibles, tienen proteinas inmunogénicas

diferentes que permiten distinguir individualmente a cada especie.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Identificar un antigeno inmunodominante de Nocardia asteroides y clonar

el gen que lo codifica.

Objetivos especificos:

1. Comparar el patrén de antigenos proteicos de N. asteroides, N. farcinica y
N. nova.

2. ldentificar los antigenos inmunodominantes de N. asteroides, N. farcinica y
N. nova.

3. Comparar [os antigenos inmunodominantes de ratones infectados e
inmunizados con N. astercides, N. farcinicay N. nava.

4. Aislar un antigeno inmunodominante de Nocardia asteraides.

5. Determinar la secuencia aminoacidica N-terminal def antigeno seleccianado.

6. Clonar ef aen del antigeno seleccionado.
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MATERIAL Y METODOS

1. MICRCURGANISMOS.

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 DOr. Manuel

Rodriguez Quintanilla ([g.e.p.d] Facultad de Medicina, UANL. México).

2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS CELULARES.

2.1 Obtencion del inocula.

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 ml, con un volumen de 25 ml de medio infusidn cerebro-corazén
(BH\, Difco Laboratories Detroit, MI. USA) (119, 120, 121). Los cultivos se
incubaron a 37°C en bario de agua con agitacion (Dubnoff Metabalic
Shaking Incubator GCA/Precision Scientific) por 48 h. Las bacterias se
recuperaron en tubos cdnicos, se centrifugaran (Beckman TJ-6) a 450 x g por

5 min y la nastilla se lavd, con safucion salina estent al §.85%, tres veces. Las
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colonias se trituraron mecanicamente con un agitador de vidrio y se lavaron una
vez mas recuperando Unicamente el sobrenadante que contenia las células
disgregadas en suspension. El sobrenadante obtenido se utilizé para inocular 2
matraces Erlenmeyer con 30 ml de BHI. Los cuitivos se incubaron a 37°C en
bafic de agua con agitacion durante 48 h. Las bacterias se recuperaron
mediante centrifugacion a 450 x g por 5 min y se lavaron 3 veces can solucion
salina. Finalmente las bacterias se homogeneizaron con un Potter-Elvehjem. El
homogeneizado representa la suspension unicelular o indculo gque fue utilizado

para [a obiencion de los extractos y para infectar a ratones.

2.2 Obtencion de los extractas celulares de bactenas del genero Nocardia.

Se tomaron 0.4 ml de la suspension celular ghtenida previamente, y se
colocaron en matraces Erenmeyer de 2 L con 150 mi de medio BHI. Estos
cultivos se incubaron a 37°C sin agitacion durante 7 dias. La masa bacteriana
se recupero por filtracion con un sistema de vacio utilizando un embudo
Buchner y filtro Whatman (namerg 1), realizando 4 lavados con agua destilada
esteril. La masa bacteriana obtenida se deslipidizé con mezclas de etanol-éter
gtilico 1:1, 1:2, 1.3 varias veces hasta eliminar el color de la misma. Se elimind
la solucion de etanal-éter y se dejd secando durante 12 h (28). La masa
bacteriana seca se triturd en forma mecanica con palvo de vidrio (Pyrex) y se
resuspendid en sclucion amortiguadora Tris-HCI 0.01 M, pH 7.4, con acetato de

magnesio 0.01M, en una proporcion de 10% piv y se dejd en agitacion
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constante a 4°C durante 12 h. El polvo de vidrio se elimind mediante
centrifugacion a 1800 x g durante 15 min (Beckman TJ-G). Para obtener
cada uno de los extractos de Nocardia, el sobrenadante se filtrd con membrana
millipore de 0.45 um y sistema de vacio. El scbrenadante filtrado se dializd
durante 24 h contra agua destilada, en una membrana de dialisis con un poro
de exclusion molecular de 12-14000 daltones (250-3U SIGMA, St. Louis MO). El
dializado se separé en alicuctas y se liofilizd, dejando una alicuota para la
determinacion de proteinas. El liofilizado se almacenod a -20°C hasta su uso. La
concentracion de proteinas se determino por el métado de Bradford (122). Este
extracto celular se utilizd como antigeno para inmunizar a los ratones y para la
determinacion de anticuerpos, mediante la técnica de Western-blot. Este
procedimiento se realizé con cada una de las tres especies. El extracto celular
se analizo mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes SDS-PAGE (120, 121).

3. DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO OE BRADFORD.

La determinacidén de proteinas se realizd mediante la elaboracion de una
curva de calibracion, realizada con una solucidn estandar de albumina sérica
bovina (1 mg/ml). Las soluciones estandar se prepararon a una concentracion
entre 2 y 18 pg/ml. A la muestra diluida (0.25 ml) se le agregaron 0.25 ml del
reactivo de Bradford (6 mg de azut de Coomassie G-250 en 100 ml de acido

perclorico al 3% viv en agua destilada) vy se dejd incubar a temperatura
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ambiente por 25 minutos, posteriormente se determiné la absorbancia a 595 nm

en un esp«-ctrofotometro DU 7500 (Beckman Instrumants, Fullerton CA).

4. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS EXTRACTOS CELULARES.

4.1 Andlisis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sadio (SDS-PAGE),

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

El analisis de los componentes de los tres extractos se realizd mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% T con dodecilsulfato de sodio.
Se utilizd el sistema de amortiguador discontinuo de Laemmli (123) ¢con un gel

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

GEL DE CORRIMIENTO
Concentracion (% T): 12%

Acrilamida-Bisacrilamida

(30% T, 2.7% C) 20 ml
Amortiguador Tris-HCI 3M, pH 8.8 1.256 mi
Agua tridestilada 1.7 ml
Laurilsulfato de sodic 20% 0.025 mi

(Scdium Dodecyl Sulfato SDS)

Persulfato de amanio al 10% 0.025 ml
N.N.N',N' -Tetrametiletilendiamina 0.002 ml
(TEMED)

Valumen Total: §.002 ml
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La mezcla se aplicd con una pipeta serologica a un mini cassette
(Bio-Rad Labaratories, Richmond CA) de 10x10 c¢m, con espaciadores de 0.75
mm. Al terminar de aplicar la mezcla, se colocd una capa de agua para evitar el
contacte de la acrilamida con el aire. Después de que el gel se polimerizo, se
elimind la capa de agua y se secO con papel filtro. Enseguida se colacd un
peine de teflon para formar los carriles de las muestras, con una pipeta Pasteur

se aplico <i gel concentrador, que se prepard de |a siguiente manera:

GEL CONCENTRADOR AL 4% T.

Acrilamida-bisacrilamida (30% T, 2.7% C) 0.167 ml
Amortiguador Tris-HC! 1M, pH 6.8 0.312 ml
Agua tridestilada 0.768 mi
SDS al 20% 0.006 ml
Persulfato de amonio al 10% 0.006 mi
TEMED 0.003 mi
Vol nen Total: 1.262 mi

Cuandoa el gel cancentrador polimerizd, se quito 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 insertd en la camara de
electroforesis y s¢ realizd un pre-corrimiento a 50 volts (v) durante 30
min, Cada antigeno (extractos de N. asferaides, N. farcinica y N. nova) se
mezcld, con amortiguador de muestra (SDS al 10%, 2-mercaptoetancl al

10% viv, glicerol al 50% en buffer Tris-HClI 125 mM, pH 6.8 y 0.2% de azul
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de bromofenol como indicador del frente de iones) y se calentaron en bafo de
agua en ebullicion durante 2 min. Posteriormente los antigenos se aplicaron al
gel, asi como los estandares de peso molecular conocido (Dalton Mark VIIL
SIGMA) preparados de acuerdo a [as instrucciones del fabricante. La
electroforesis se inicio a un voltaje de 80 v hasta que el indicador alcanzo el gel
de corrimiento. En ese momento el voltaje se aumentd a 150 v hasta que el
colorante llegd al extremo inferior del gel. El gel se tind con nitrato de plata y/o

con azul de Caomassie camo se describe a continuacion.

4.2 Tincion con nitrato de plata.

El gel obtenido después de la electroforasis, se colocd en solucidon de
metanol al 50% y acido acético al 12%, durante 20 min. El SDS se elimind
del gel, realizanda tres lavados, de 10 min cada ung, con solucion de etanol al

10% y acido acetico al 5%. El gel se transfind a solucién oxidante de dicromato
de potasio (K2Cr207 3.4 mM, HNO3 3.22 mM) durante 5 min. El oxidante se

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

Posteriormente el gel se incubd con solucidn de nitrato de plata (AgNOg3 12

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

hicieron evidentes, mediante el uso dg solucion reveladora (Na2COg 280 mM

con 0.5 mi de formaldehido concentrado por litro de solucion). Una vez que se

observaron las bandas, la reaccion se detuvo con acido acético al 1%,

4.3 Tincié. con azul de Caomassie.

Después de cada corrimiente el gel se colocd durante 30 min en una

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



25

acido acetico al 10% y se destifio con una solucion de metanol al 40% y acido

aceético al 10%.

5. IDENTIFICACION DE ANTIGENOS INMUNODOMINANTES DE

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

5.1 Animales.

Se utilizaron 5 ratones BALB/c machos de 8-12 semanas de edad y un
pesa de 25-30 gramos. Los ratones se mantuvieron en cajas de acrilica, a una
temperatura entre 16 a 20°C, se alimentaron con nutricubos (Purina Meéxico
S.A. de C.V\) y agua destilada estéril ad libitum. Los ratones se mantuvieron en
el bioterio del Departamento de Inmunclogia de la Facultad de Medicina, UANL.
Esta cepa se derivo de la cepa original de los Institutos Nacionales de Salud

(NIH Bethesda, MD EUA).

5.2 Identificacion de antigenos inmunodaminantes de N. asferoides, N. farcinica

y N. nova en ratones BALB/c inmunizados.

Se formaron 3 grupos de S ratones c/u.

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

N. asteroides sensy estricto.
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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.

9.2.1 Antigenos.

Se utilizaran como antigengs los extractos celulares de cada una de las
cepas de Nocardia. Los antigenos para las tres primeras inmunizaciones se
prepararon en forma de emulsion con 50% de adyuvante incompleto de Freund

(SIGMA) vy el otro 50% con solucion salina 0.85%.

5.2.2 Esquema de inmunizacion.

Se utilizo el siguiente esquema de inmunizacién, aplicando un fotal de 3

inmunizaciones:

a) Primo-inmunizacién. A cada raton se (e administraron 30 pg dei extracto
celular de Nocardia, por via subcutanea (s¢) 50 wl en cada cojinete plantar

posterior (Tiempo Q).

b) Primer rainmunizacion. Quince dfas después de la primo-inmunizacion, se
aplicé a cada ratdn 15 pg del extracto celular, sc, 50l en cada cojinete plantar

posterior.
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¢) Segunda reinmunizacion. Treinta dias después del tiempo 0, a cada raton se
le aplicaron 10 ug del extracto celular, por via s¢, 50l en cada cojinete plantar

posterior.

5.3 Identificacion de antigenos inmunodominantes de N. asteroides, N. farcinica

y N. nova en ratones BALB/c infectados.

Se formaron 3 grupos de 5 ratones cfu.

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 Indculas.

Se utidizarcn camo indculas, la suspension bacteriana obtenida de cada

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

formadoras de colomias por €l micrométodo de Miles y Misra (124).

5.3.2 Esquema de infeccion.

Los ratones de los grupos 4 a 6 recibieron dos dosis de 5x10° unidades

formadoras de colonias (UFC), de la bacteria correspondiente, en un volumen
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de 0.1 ml por via sc, en el dorso. La segunda dosis se administrd 15 dias

después d¢ la primera,

Los ratones se sangraron del plexo venoso retroorbitario, antes de la
primoinmunizacion o inoculacion y a los 15, 30, 45 y 60 dias. Los sueros

obtenidos {100-150 pul por animal) se almacenaron a -20°C hasta su uso.

6. IDENTIFICACION DE ANTIGENOS INMUNODOMINANTES MEDIANTE

WESTER BLOT.

Se prepard un gel de poliacrilamida al 12%, con un gel de concentracion
al 4% y con un peine de 7.5 cm. Se aplicaron 50 pg de antigeno (extracto
celular) por cada 0.8 cti de gel. La elecliofaresis se realizd en las condiciones
descritas. Al terminar la electroforesis, las proteinas en el gel se transfirieron a
papel de nitrocelulosa con un poro de 0.45 ym. Para la transferencia se
utilizd solucion amortiguadora trizma-base 25 mM, glicina 192 mM, pH 8.3 con
20% de metanol. Para las transferencias se Wtilizaron las camaras Mini Trans
Blot Il y Trans Blot (Bio-Rad Laboratories). La transferencia de las proteinas se
realizd mediante la aplicaciéon de voltaje constante a 100 v durante 90 min. Al
terminar la fransferencia, el papel se bloqued con leche descremada (Svelty,
Nestle) al 3% en PBS durante una h a 37°C. El papel se lavd, con leche
descremada al 0.3% en PBS-Tween 20 1:1000 (sclucion de lavado), y se cortd

en tiras de 0.4 cm. Las tiras se incubaron durante 12 h a 4°C, con los suergs
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de ratdn diluidos 1:75 en leche descremada 1.5% en PBS con Tween 20
1:1000, se realizaron 6 lavados de S 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 incubd durante
2 h a temperatura ambiente y en agitacion constante. Después de esta
incubacion se realizaron 6 lavados. Finalmente las tiras se colocaron en la
solucion substrato (3,3°, -diaminobencidina [tetraclarohidrato] al 0.05% en PBS)
la que se activé con perdxido de hidrégeno (40 nl de la solucién al 30% por
cada 20 mi de solucion de aminobencidina). La reaccion se detuvo con HCI 5N

al aparecer las bandas (1295).

7. AISLAMIENTO DE UN ANTIGENO INMUNQDOMINANTE DE

N. asteroides.

7.1 Electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida al 12% con

dadecilsuif:-to de sodia.

Se prepararon geles preparativos (14.2 x 10 x 0.3 cm) de poliacrilamida
al 12% de T, 4% C. La electroforesis se realizd de la misma manera que con los

geles analiticos (126). Se aplicaron 3 myg del extracto celular de N. asleroides.
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7.2 |dentificacion del antigeno inmuncodominante.

Una vez concluida (a electroforesis del gel preparativo, se cortaron
verticalmente el extremo izquierdo y derecho para realizar la tincidén de
Coomassie, durante este tiempo, el resto del gel se congeld a =20 °C para
evitar {a difusion de las proteinas. Una vez tefiido el gel, se determiné el sitio de
migracién electroforética de la proteina de interés (antigena inmunodominante)

(28).

7.3 Electroelucion del antigeno inmunodominante.

Una vez determinado el sitio de migracidn del antigeno inmunodominante
en el gel preparativo, se cotd la banda correspondiente con una hoja de
bisturi. El gel se fragmentd en trozos pequeios y los fragmentos se colocaron
en una camara de electroelucion modelo 422 (Bio-Rad Laboratories} utilizande
una membrana de dialisis con poro de exclusion de 10-kDa como barrera de
retencion. El amortiguador de elucion utiizado fue Tris-HCL 25 mM, glicina 0.12
M, pH 8.3. La electroelucion se llevo a cabo a 4°C, aplicando 10 mA por 2.5 h.
Al finalizar la electroelucion, se retird la solucidn amortiguadora, las muestras se
colectaron y se dejaron dializando a 4°C por 12 h contra agua destilada y se

liofilizd (282;.
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8. TRANSFERENCIA DE UN ANTIGENO INMUNODOMINANTE A

MEMBRANA POLYVINYLIDENE DIFLUQORIDE (PVDF).

8.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones

desnaturalizantes.

La muestra liofilizada se resuspendid en 20 ul de agua bidestilada y se le
agregaron 60 ul de amortiguador de muestra 4 X (Tris-HC! 125 mM pH 6.8,
EDS 10% p/v, 2-mercaptoetanal 10% v/v, sacarosa al 50% pfv, con azul de
bromofenol como indicadar de frente de corrida). Se sometid a ebullicion

durante 2 m. Se prepard un gel analitico y la electroforesis se realizé como se

describié previamente (inciso 4.1).

8.2 Transferencia del antigeno inmunodominante a membrana de PVDF.

Al wrminar la electroforesis, la proteina se transfind del gel a Ia
membrana de PVDF (immobilon-P* Millipore Corporation, Bedford, MA), Para
la transferencia se utilizg¢ como amortiguador 3-(cyclohexylamino)-1-
propanesulfonic acid 10 mM, 10% de Metanol, pH 11 (CAPS) ademas de la
camara Trans Blot (Bio-Rad Laboratories). La transferencia de la proteina se
realizd a 4°C con aplicacion de voltaje constante a 100 v durante 2 h. Al
terminar la transferencia, la membrana se lavd durante S min con agua

desianizada.
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8.3 Tinciér de la membrana de PVDF con azul de Coomassie.

Después del lavado con agua desionizada, la membrana se colocd 30
segundos en metanol al 100%. Posteriormente se colocd durante § min en una
solucion de azul de Coamassie (R-250 SIGMA) al 0.1% en metanol al 40% y
acido acético al 10%. Finalmente la membrana se destifié durante 5 min, con
metanol al 50%. La banda tefiida, se cortd y se colocd en un tubo de

polipropileno.

9. DETERMINACION DE LA SECUENCIA AMINOACIDICA N-terminal DE UN

ANTIGEN.. INMUNODOMINANTE.

La proteina aislada y transferida a membrana de PVDF fue enviada al
Biothecnology Laboratory, The University of Brithish Columbia, Vancouver 8C
Canada. En este laboratorio se determing la secuencia amino-terminal del
antigeno inmunodominante seleccionad9, La secuencia fue determinada con el
sistema Applied Biosystems, este sistema se basa en el método de Edman y
esta equipado con un cromatografo de liquidos de alta resolucion mds un
sistema de andlisis de datos. La separacion y el andlisis de la secuencia
aminoterminal se realizé6 mediante la derivatizacion de los aminoacidos en una

columna de afinidad de fase estacionaria RT-PTH-C18.
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10. CLONACION DE UN ANTIGENO INMUNODOMINANTE DE N. asteroides.

10.1 Obtencion de DNA gendomico de N. asteroides.

Para la extraccion de DNA se utilizé una madificacidn a la técnica descrita
par Sambrook y Russell (127). Se prepard una suspension bacteriana como se
describid previamente eliminando por completo la solucion salina. Se tomaron
30 ug del botdén celular, se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se
agregaron 200 ul de solucion de lisis TSNT (2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8). A esta mezcla se adicionaron
200 pl de fenol saturado pH 8.0 y 200 pl de cloroformo. El tubo se agitd con
vorlex hasta su completa homogenizacion y se dejd a temperatura ambiente

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

1mM EDT. - pH 8.0), se agité con vortex y se centrifugd a4 000 x g durante 5
min @ TA. La fase acuosa se transfirid a un tubo nuevo y se agregaron 200 pl de
cloroformo. Se agitd con vortex durante 30 segundos y se centrifugd a 4 000
X g durante 2 min. Nuevamente la fase acuosa se transfirié a un tubo, se
agrega 1 ml de etanol al 100% y se mezcld por inversidn. La muestra se
centrifugd a 10 000 x g durante 10 min a 4°C. Al terminar la centrifugacion, se
retirg el sobrenadante con una pipeta Pasteur, La pastilla precipitada se lavd
con 1 ml de etanol al 70% y se centrifugsé a 10 000 x g durante 10 minutes a
4°C. El etanol se retird con pipeta Pasteur y el remanente se dejo secar, con el

el tubo abierto a TA por 1 h. La pastilla de DNA se resuspendio en 20 pl de
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amortiguador TE. La integridad y calidad del DNA se estimd mediante

electroforesis en gel de agargsa como se describe mas adelante.

10.2 Disefio de iniciadores.

Con el uso de programas computacionales OLIGO y Amplify, se
disefiaron y ensayaron virtualmente iniciadores especificos para el antigeno
inmunodominante seleccionado, de acuerdo a las secuencias reportadas de

esta proteira en bacterias de géneros relacionados.

10.3 Estandarizacion de la técnica de PCR.

Se realizaron diferentes ensayos de la PCR para determinar las
cancentraciones optimas de DNA, magnesio y temperatura de alineamiento
para abtener el menor nimera de productas inespecificos. Las condiciones

optimas de la PCR se describen a continuacion en [a tabla I.
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Tabla |. Condiciones de la PCR.

Concentracién

Reactivo Final
Amortiguador 10X 1 X
Amplificador 10X 1 X
dNTPs 16 M 200 pM
Iniciador §' 0.5 uM
Iniciador 3' 0.5 uM
MgClz 25 mi 1.5 mM
Tag DNA polimerasa 0.2 Ul
DNAg 100 ng/25 pl
H20 milliQ cbp 25 pl

Despuées de un paso inicial de desnaturalizacidn a 94°C durante 5 min, la
PCR se realizo en 35 ciclos que incluyeron: un paso de desnaturalizacion a
94°C por 1 minuto, un paso de alineamiento a 60°C por 30 segundos y un paso
de extension a 72°C por 1 min. El producte amplificado (PA) se evidencio
mediante -lectroforesis en gel de agaresa al 1% y tincidn con bromuro de

etidio.

10.4 Electroforesis en geles de agarosa.

Los geles se prepararon a la concentracion de agarosa requerida en
amortiguadar TBE (Tris-Borato 0.089 M, acida bdrico (.089 M, pH 8.5). Una vez
solidificado, el gel se colocd en una camara de electroforesis y se cubrié 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 relacidén 5:1
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(viv). La electroforesis se llevd a cabo a 100 v. Al concluir la electroforesis, el
gel se colocd en solucion de bromuro de etidio (5 ug/ml) durante 10 min.
Posteriormente, el gel se lavd varias veces con agua corriente para eliminar el

excesa de bromuro y proceder a su abservacian.

10.5 Clonaciéon del producto amplificado en vectar T,

10.5.1 Preparacion del vector T.

Para preparar el vector T se utilizo el vector pBS-SK Il (128). Este vector

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

de reaccion se indican en la tabla II.

Tabla Il. Digestion de pBS-SK il con Eco RV

Concentracion

Reactivos Final
Armortiguadar 2 NEB, 10X 1 X
BSA, 10 mM 0.1 mM
Eco RV 1 Uinl
DNA pBS-SK 11, 300 ng/ u! 50 ng/ul

Volumen fioal 10 ul
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La reaccién se incubd a 37°C durante 12 h y la digestion tatal se
carrobord mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Posteriormente
se agregd una timidina en cada extremo 3° del fragmento, utilizando las

candicione - de reaccion descritas en |a tabla ll.

Tabla lll. Condiciones de reaccién para |la preparacion del vector T.

Reactivos Conc. final
Amortiguador de Tagq 10X 1 X
dTTP 10 mM 2 mM
MgClz 25 mM 1.5 mM
DNA 50 ng/ ul 10 nglul
Volumen final 50

Se adiciond una gota de aceite al tubo y se incubd durante 2 h a 72°C
en un termociclador (Perkin Elmer). Al terminar el perioda de incubacidn, la
fase acuosa se transfirio a un tubo nuevo y se realizé una extraccién con un
valumen de fenol:clorcformo. Se centrifugd durante 2 min a 4 000 x gy se
recupero la fase acuosa. El DNA se precipité con 0.1 volumen de acetato de
sudio 3 M, pH 6.2 y 2 volumenes de etanol al 100%. EI tubo se coloca a —-73°C
por una h y se centrifugdo a 12 000 x g durante 15 min a 4°C, se eliminé el
etanol y la pastilla se lavd con etanol al 70%, se realizé una segunda
centrifugacion, se retir¢ el sobrenadante. La pastilla se dejo secar a temperatura

ambiente y el DNA se resuspendio en § pl de H20 ultrapura.



38

10.5.2 Ligacion del vecter T y el producto amplificado para formar el vector

recombinante.
Una vez obtenido el vector T se realizd la reaccion de ligacidon para
formar el vectar recombinante, utilizando las condiciones descritas en la tabla

V.

Tabla IV. Condicianes de ligacion

Concentracion

Reactivos Final
Amortiguador 10X 17 X
ATP 10 mM 1 mM
T4 DNA Ligasa 1 U/l 0.1 Ulul
Vector T 10 ng/ul
Producto amplificado 30  ng/d
Volumen final 5¢

La reaccion de ligacion se incubd a 16°C durante toda la noche. Al
finalizar la reaccidén se realizd la precipitacion de los acido nucléicos con 0.1
volumen de acetato de sodio 3.0M (pH 5.2) y 2.5 volimenes de etanal al 100%.
El tubo se olocd a =70°C, durante 1 h y posteriormente se centrifugéd a 10 000
X ¢ durante 20 min a 4°C. El etanol se elimind con pipeta Pasteur, la pastilla se
lava con 1mi de etanol al 70%, se centrifugd a 10 000 x g durante 15 min a 4°C
se retiré el sobrenadante. El remanente se dejo secar y se resuspendid en 5 i

agua milliQ esteénl.
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10.5.3 Transformacian de células E. coli.

Para la transformacion se utilizd 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% NaCl, 1.5% de agar) suplementado con ampicilina (50 pg/mi), X-

Gal e IPTG, durante un periodo de 18 h.

10.56.4 Ca~acterizacian de las clonas recombinantes.

Las bacterias de E. cofi que recibieron un vector recombinante, se
seleccionaron por su fenotipo Amp', fgal’, crecen como caolonias blancas ante la
presencia de IPTG y X-Gal (127). Las colonias blancas se recuperaron y se
cultivaron en tubos de ensayo con 4 ml de medio Luria-Bertani (1% triptona,
0.5% extracto de levadura, 1% NaCl) suplementado con ampicilina (50 pg/ml)

incubadas en bano de agua a 37°C durante 18 h y con agitacion vigorosa.

10.5.5 Obtencion del DNA plasmidico.

La obtencidén de DNA plasmidico se realizd mediante la técnica de

minipreparaciones par lisis alcalina (127). Dos ml del cultivo, de cada tubo de

ensayo se transfirieron a tubos Eppendorf. Estos tubos se centrifugaron
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durante 30 segundos a 13 000 x g a TA y se descartd el scbrenadante. A cada
tubo se ayregaron 100 ml de salucion | (90 mM glucosa, 26mM Tris-HCL, 10
mM de EDTA, pH 8.0) y se agitd por 30 segundos en vortex. La mezcla se
incubd é\ 4°C durante 5 min, después se adicionaron 200 ul de solucion |l recién
preparada (0.2N NaOH, 1% [p/v] SDS), se mezclé por inversion y los tubecs se
incubaron a 4°C durante 5 min. Se agregaron 150 ul de solucién Il {90 pl
acetato de potasio 5M, 17.25 ul acido acetico glacial y 42.75 ut agua destilada),
se mezcld par inversian y se incubaron a 4°C, 5 min. Los tubos se centrifugaron
a 13 000 x g a TA, se recupero el sobrenadante en tubos nuevos. Finalmente se
realizo una extraccion fenol/sevag y precipitacion con etanol como se describio

para (a extraccion de DNA gendmico.
10.5.6 Analisis de los plasmidos recombinantes.

Los DNAs plasmidicos se analizaron mediante electrofaresis en geles de
agarosa al 0.8%. Los DNAs que presentargn una migracion retrasada respecto
al plasmido control (sin inserto) fueron seleccionados como posibles candidatos.
Una pequeria alicuota de los DNAs seleccionados fue digerida con la enzima de
restriccion EcoRI la cual (ibera el inserto. Posteriormente se realizd la
electroforesis del producto de digestidon para evidenciar el tamario del inserto.
Se selecci~.naron aguellas clonas que presentaron un inserto con &l tamarna

esperado.
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11. DETERMINACION Y ANALISIS DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL

PRODUCTO AMPLIFICADO.

Para determinar la secuencia nucleotidica, el producto amplificado y una
clona se enviaran al DNA Core Facility, Health Canada Science Centre for
Human and Health, Winnipeq Canada. La secuencia nuclectidica se determind
por el método de Sanger, con un secuenciador automatizado (3130 DNA

Analyzer for Sequencing, Applied Biosystems).

Una vez aobtenida la secuencia se comparé con las otras secuencias
reportadas en el GenBank mediante el uso del programa Blast. A partir de la
secuencia nucleotidica, se dedujo la secuencia amincacidica. Esta misma
secuencia se alined con las secuencias reportadas para Mycobaciernium, y

N. farcinica.
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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. asferoides, se obtuvieron
17.9 g de masa seca, el rendimiento obtenido de extracto celular fue de 190 mg
de proteina total. De N. farcinica, la masa seca fue de 11.9 ¢ 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 myg de extracto celular.

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

Se determind la composicidn de cada uno de los extractos celulares
obtenidos. En la Fig. 1, se muestra el patron electroforético de los extractos
celulares en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes.
Observamos gue los extractos estan 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. asterordes, obsetrvamaos cuatro proteinas intensamente
tefiidas; una de ellas con un peso molecular de aproximadamente 36-kDa. En

N. farcinica, también observamos cuatro proteinas intensamente ternidas entre
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20 y 24-kDa y una proteina de aproximadamente 61-kDa. Para N. nova las

proteinas mas abundantes se encuentran por arriba de los 36-kDa.

kDa
66

45
36

2—

24

20

14 —»

Figura 1. Patrén 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.
Tincion con azul de Coomassie.
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3. IDENTIFICACION DE ANTIGENOS INMUNODOMINANTES EN SUERO DE

RATONES BALB/c INMUNIZADQOS.

La identificacion de antigenos inmunodominantes se realizd 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. asteraides, identificamos al menos § antigenos que
fueron reconocidos por el suero del 100% de (os ratones inmunizados como se
observa en la Fig. 2. Eslos antigenos fueran recaonocidos mas infensamente, de
acuerdo a estos criterios son considerados antigenos inmunodominantes.
Dentro de estos antigenos se encuentra una proteina de aproximadamente 36-

kDa (marc :da con la flecha blanca).

En N. farcinica, identificamos 3 antigenos que reaccionaron con €l suero
del 100% de los ratones inmunizados (Fig. 3). Ninguno de estos antigenos
inmunadominantes corresponde a la proteina de 36-kDa. Como se observa en
esta figura existe una gran diferencia en la capacidad de inducir praduccion
de anticuerpos del extracto de N. farcinica, de acuerdo a las condicianes

utilizadas en este trabaja.

En la Fig. 4, observamos el Westem blot con extracto de N. nova donde
identificamos 3 antigenos inmunodominantes. A pesar de la presencia de

proteinas de peso molecular mayor a 29-kDa en el extracto celular (Fig 1), los
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antigenos inmunodominantes identificados con el suero de los ratones
inmunizados, se encuentran por debajo de 29-kDa y ademas se observa un

barrido sin definicion 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 ratébn no inmune. Carriles 2 a 6; suero de
ratones inmunizados con extracto de N. asteroides. Las flechas sefalan los
antigenos inmunodominantes, la flecha en blanco indica al antigeno
inmunodominante de 36-kDa.



Figura 3. Respuesta de anticuerpos en ratones inmunizados con extracto
de N. farcinica. |Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) del antigeno de
N. farcinica. Carril 1; suero de ratén no inmune. Carriles 2 a 6; suero de ratones
inmunizados con extracto de N. farcinica. Las flechas sefialan los antigenos
inmunodominantes.
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Figura 4. Respuesta de anticuerpos en ratones inmunizados con extracto
de N. nova. Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) del antigeno de N. nova.
Carril 1; suero de ratén no inmune. Carriles 2 a 6; suero de ratones inmunizados
con extracto de N. nova. Las flechas sefialan los antigenos inmunodominantes.
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4. IDENTIFICACION DE ANTIGENOS INMUNODOMINANTES EN SUERO DE

RATONES BALB/c INFECTADOS.

Esta identificacian también se realizé mediante 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 ia
pobre respuesta de produccion de anticuerpos contra las tres especies de
Nocardia (Fig. 5 a 7). Para N. asteroides, cobservamos tres anligenos
inmunodominantes (Fig. 5). Sin embargo, une de los antigenos reconocidos por
el suero del 80% de los ratones infectados es la proteina de 36-kDa (marcada

con la flecha blancaj).

Par: N. farcinica, observamos en la Fig. 6 que el suero de los ratones
infectados presentd una respuesta heterogénea. Aunque identificamos tres
antigenos inmunodominantes, cada suero presenta diferente intensidad de
reaccion, a diferencia de lo aobservado en el caso del suero de los ratones

inmunizados con este extracto (Fig. 3).

En el caso de N nova solo identificamos dos antigenos
inmunadominantes que fueron reconacidos por el suero del 80% de los ratones
infectados, como se puede observar en la Fig. 7. Los antigenos reconocidos
paor el suero de los ratones infectados se encuentran por arriba de 29-kDa a

diferencia ue los antigenos reconocidos por ratones inmunizados.
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Figura 5. Respuesta de anticuerpos en ratones infectados con
N. asteroides. Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) del antigeno de
N. asteroides. Carril 1, suero de raton no inmune. Carriles 2 a 6; suero de
ratones infectados con N. asteroides. Las flechas sefalan los antigenos
inmunodominantes, la flecha en blanco indica al antigeno inmunodominante de
36-kDa.
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Figura 6. Respuesta de anticuerpos en ratones infectados con
N. farcinica. Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) del antigeno de
N. farcinica. Carril 1; suero de ratén no inmune. Carriles 2 a 6; suero de ratones
infectados con N. farcinica. Las flechas sefialan los antigenos
inmunodominantes.
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Figura 7. Respuesta de anticuerpos en ratones infectados con N. nova.
Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) del antigeno de N. nova. Carril
1; suero de ratéon no inmune. Carriles 2 a 6; suero de ratones infectados con
N. nova. Las flechas sefialan los antigenos inmunodominantes.
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§. SELECCION DE UN ANTIGENO INMUNODOMINANTE ESPECIFICO DE

N. asterg’les.

Para la seleccion del antigeno inmunodominanie especifico de
N. asteroides, y con el objetivo de determinar los anticuerpos que reaccionan
con antigenos heterologos (reaccion cruzada), cada extracto celular se analizd
con €l suero de ratones inmunizados con las otras dos especies de Nocardia.
En la Fig. 8, observamos que el suero de un ratdn inmunizado con
N. farcinica reconocio a un antigenc del extracto celular de N. asteroides, este
antigeno se encuentra por arriba de 36 kDa. En el caso de suero de ratones
infectados con N. nova no observamos reconocimiento de antigenos del
extracta de N. asferaides. En la Fig. 9, observamos que el suero de ratones
inmunizades con N. asferoides y N. nova, no reconocen antigenos del extracto
celular de N. farcinica. A diferencia de lo observado con el antigeno de M. nova,
(Fig. 10) en donde el suero de ratones inmunizados con WN. asferoides,
reconace a un antigeno de la misma manera que el suero de ratones
inmunizados con N. farcinica. De acuerdo con estos resultados, decidimos
seleccionar al antigeno inmunodominante de 36-kDa de N. asteroides. Este
antigeno fue reconocido por el suero del 100% de ratones inmunizados y
ratones infectados. Ademas, este antigeno no presentd reaccidn cruzada con
los sueros de ratones inmunizadas o ratones infectados con N. farcinica y

N. nova.
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Figura 8. Analisis de anticuerpos de reaccion cruzada, producidos por
ratones inmunizados con Nocardia. Inmunoelectrotransferencia (Western-
blot) del antigeno de N. asferoides. Carril 1; suero de raton inmunizado
con N. asteroides. Carriles 3 y 4; suero de raton inmunizado con extracto de
N. farcinica. Carriles 4 y 5, suero de ratén inmunizado con extracto de N. nova.
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Figura 9. Analisis de anticuerpos de reaccion cruzada, producidos por
ratones inmunizados con Nocardia. Inmunoelectrotransferencia (Western-
blot) del antigeno de N. farcinica. Carril 1; suero de ratén inmunizado con
N. farcinica. Carriles 1y 2; suero de ratdon inmunizado con exiracto de
N. asteroides. Carriles 3 y 4; suero de ratdbn inmunizado con extracto de
N. nova.
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Figura 10. Analisis de anticuerpos de reaccion cruzada, producidos por
ratones inmunizados con Nocardia. Inmunoelectrotransferencia (Western-
blot) del antigeno de N. nova. Carril 1; suero de ratéon inmunizado con
N. nova. Carriles 2y 3; suero de ratén inmunizado con extracto de
N. asteroides. Carriles 4y 5; suero de raton inmunizado con extracto de
N. farcinica.
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6. AISLAMIENTO DEL ANTIGENO INMUNODOMINANTE DE N. asteroides.

Para el aislamiento del antigeno inmunodominante de 36-kDa de
N. asteroides, se realizd la electrofaresis del extracto celular y el area del gel
carrespondiente a la proteina de 36-kDa se sometid a electroelucién. El
producto eluido se analizd mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes. En la Fig. 11, se observa la electroforesis de la
proteina obtenida después de la electroelucion. La Fig. 12, nos muestra esta
misma proteina después de transferirla a membrana de PVDF. En la membrana
de PVOF observamos una banda superior de mayor intensidad, esta banda se
recortd de la membrana y fue enviada al Biotechnology Laboratory, The
University of British Columbia en Vancouver, BC. Canada, para determinar su

secuencia aminoteminal.
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Figura 11. Analisis electroforético de la proteina de 36-kDa de
N. asteroides. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes. La flecha sefiala a la proteina aislada de N. asteroides.
Tincién con nitrato de plata.
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Figura 12. Analisis de la proteina de 36-kDa de N. asteroides transferida a
membrana de PVDF. La flecha sefiala a la proteina aislada de N. asferoides.
Tincién con azul de Coomassie.
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7. SECUENCIA AMINOACIDICA N-TERMINAL DE LA PROTEINA DE 36-kDa

DE N. asteroides.

Mediante la determinacion de la secuencia del antigeno

inmunodominante de 36-kDa de N. asferoides, fue pusible obtener la secuencia

N- teminal de 14 aminoacidos que corresponde a la secuencia siguiente:

PEAVIVSTARSPIV

8. COMPARACION DE LA SECUENCIA N-TERMINAL.

La secuencia de los 14 aminoacidos fue comparada con secuencias
reportadas. Esta proteina cormesponde a una acetyl-CoA acetyltransferasa

(Tiolasa) como se muestra en la Fig. 13.
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Sequences producing significant aligrments: (bits) Value

gil29830055 vef INP 824689.1| putative thiolasa [Streptomyce. . .43 3e-04
gi|4149711! pef|NP 959955.1|1 hypothetical protein MaAPLOZlc .,. 43  3a-04
gill20682816Igb|AAG48622 1| putative acetyl-CoR acetyltransf... 43 3e-04
gill5608214lref INP 215590.1] fadA3 [Mycobactarium tuberculs. . . 43 3a-04
gi|15806445 | zaf INP 255151._1| acetyl-CoR acetyltransferase [... 40 @.002
gi|23019634 | ref | ZP 00053344.1] CoG0183: Acatyl-CoA acatyltr... 40 9.0Q2
gi|21221520 | ref NP 62729411 putative thiclase [Strgptomyce. . . 39 0.003
gil33599655| ref INP B87215.1| probable thiclase [Bordetella ... 37 0.016
gi| 39936776 lref |NF 949052,11 acetyl-Coa acetyltranaferasea [... 37 0.016
gi| 29827925 | ref I[NP B22555.1]1 putative acyl-CoA thiolase [SE... 37 0.016
gi|33595356|ref [NF B82998.11 probable thiolase [Bordetella ... 37 0.0le
gi|33598704 | ref |NP E35347.1| probable thiglase [Bordetella ... 34 0.096

Figura 13. Comparacion del péptido N-terminal de N. asteroides. Esta
secuencia correspande a tiolasa (Pragrama Blast),

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

PROTEINA DE 36-kDa DE N. asteroides.

Se disefiaran iniciadores 3" y 5° para el gen de tiolasa, sobre regiones
conservadas de la proteina. Estas se identificaron mediante el alineamiento
(con el programa GeneDoc) de las secuencias homodlogas disponibles en el

GenBark de bacterias relacionadas con el género Nocardia Fig. 14.
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*+1 +36

Streptomyces avermitilis MMPEAVIVSTARSPIGRAFKGSLKDLRPDDLTATII
Streptomyces venezuelae MPEAVIVSTARSPIGRAFKGSLKDLRPDDLTATIV
Streptomyces coellicolor MPEAVIVSAARSPIGRAFKGSLKDLRADDLAATII
Thermobifida fusca MPEAVIVATARSPIGRAFKGSLKDIRPDDLTAQII
Mycobacterium t. H37Rv MPEAVIVSTARSPIGRAMKGSLVGMRPDDLAVQOMYV

Deinococeus . i . VMPEAVIVSTARTPIGKAYRGFLNDTHGSDLGAHAV
* dkkdok . -kk-khk-k k= 3 * =

+373 +407
Streptomyces avermitilis GTLINSLQFHDRQFGLETMCVGGGOGMAMVIERLS
Streptomyces venezuelae GTLINSLQFHDKQFGLETMCVGGGQGMAMVIERLS
Streptomyces coellicolor GTLINSLRTHDKQFGLETMCVGGGOGMAMVIERLS

Thermobifida fusca TTLINALQFHDKTFGLETMCVGGGQGMAAIFERLS

Mycobacterium t. H37Rv TTLLNNLQTYDKTFGLETMCVGGGOGMAMVIERLA

Deinococcus ... - GHILLEGQRRGAKHVVVTMCVGGGMGAAGLFEVL -
. . + rhkkkhkhk * * =k

Figura 14. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de tiolasa. Las
secuencias en rojo corresponden a la regién N-terminal, las secuencias en
verde a la region 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 dedujé la
secuencia nucleotidica de los dos iniciadores tomando en cuenta la frecuencia
de uso de codones por bacterias del género Nocardia. Los iniciadores

disefiados son los siguientes:

Tiol 1
5-GAC CGC ACG CTC CCC SAT-3
Tiol 2

5-TCG CCG CCA ACG CAC AT-¥
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Estos iniciadores permitieron la amplificacion de un fragmento de 1130-

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

10. OBTENCION DEL DNA GENOMICO DE N. asteroides.

El DNA se extraj6 a partir de un cultivo en fase de crecimiento
exponencial de N. asteroides en medio BHI. Con la metodologia empleada y
utilizando 30 pg del botén celular, fue posible obtener DNA genémico de buena

calidad como se observa en la Fig. 15.

Figura 15. Analisis del DNA gendmico de N. asteroides. Electroforesis en gel
de agarosa al 0.8%. Se depositd 1ul de la muestra de DNA gendémico de
N. asteroides. La flecha indica el DNA.
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11. AMPLIFiCACION DEL FRAGMENTO DEL GEN QUE CODIFICA UNA

TIOLASA UE N. asteroides,

A partir del DNA genémico de N. asteroides y con los iniciadores Tiol 1y
Tiol 2, se obtuvé un producto de buena intensidad, del tamafio esperado de

1130 pb (Fig. 16).

1600

1100

600

Figura 16. Amplificacion 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.
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12. CLONACION EN VECTOR T.

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

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

1- 2 3 4

Figura 17. Analisis de las clonas recombinantes. Electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Carril 1; Clona T2, 2; Clona T2 digerida con EcoR |, 3; Producto
amplificado, 4; Marcador de peso molecular (A cortado con Pst ).
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13. DETERMINACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL

PRODUCTO AMPLIFICADO DE TIOLASA DE N. asteroides.

Se determind la secuencia del producto amplificado de 1130-pb y se
fradujo a su secuencia de aminoacidos (Fig. 13). Una vez obtenida la
secuencia, se hizo una comparacion mediante el servicio Bfasf, y se corrobard
que carrespondia a una Tiolasa. La secuencia de aminoacidas se campard con
las secuencias de tiolasa reportadas para bacterias relacionadas. La secuencia
de ticlasa de Nocardia astercides tiene 74% de similitud con una de las
secuencias reportadas para N. farcinica 1 y 71% con la otra secuencia

reportada ~ara N. farcinica 2 (Tabla V).
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Tabla V. Porcentaje de similitud entre las secuencias aminoacidicas de
tiolasa de N. asteroides con secuencias de bacterias relacionadas.

N.A N. 2 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%
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DISCUSION

Nocardia asteroides, N. farcinica y N. nova, son los principales agentes
causantes de infeccion sistémica por bacterias del género Nocardia (4). Sin
embargo, Naocardia astercides 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 infeccion por Nocardia son diagnosticados
posteriar ¢ ja 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 diagngstica rapida que permita identificar a la especie de Nocardia

causante de la infeccion.

Hasta la fecha, las pruebas seroldgicas para el diagnéstico de estas
bacterias, utilizaron antigenos al azar sin conocer su importancia desde el
punto de vista de la respuesta inmune. Ademas las pruebas seroldgicas, no

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

Exis:2 un antecedente del desarrollo de una prueba seroldgica para el
diagnostico de infeccion localizada (actinomicetoma) par N. brasifiensis,
basandose en un antigeno inmunodominante, Esta prueba ademas de

confirmar el diagnostico de micetoma por N. brasifiensis, permite hacer la
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correlacidn clinica de la enfermedad, ya que cuando el paciente cura de la
infeccion existe una disminucion de los niveles de anticuerpos anti-Nocardia

brasiliensis (107).

Pairu seleccionar una proteina que pueda ser blanco en pruebas
diagndsticas es indispensable conocer su inmunogenicidad. Tanto la inmunidad
celular como la humoral juegan un papel importante en la resistencia a la
infeccion causada por Nocardia spp (31, 32). Sin embargo, la respuesta inmune
humoral es mas facil de evaluar y permite determinar la inmunogenicidad de los
componentes bacterianos, primordialmente proteinas. Anteriormente se
pensaba que los anticuerpos no tenian actividad protectora, e incluso se
proponia que pudieran favorecer o empeorar la infeccion (129). Recientemente
Salinas y Pérez observaron que los anticuerpos del isotipo IgM presentes al

septimo dia postinfeccion, tienen actividad protectora (31).

En esta tesis decidimos seleccionar a un antigeno inmunodominante de
Nocardia asteroides debido a la mayor frecuencia de este agente en las
infecciones graves (72). Para determinar los antigenos inmungdominantes
utilizamos la técnica de Westem biot por su resolucién y alta sensibilidad (125).
Los sueros utilizados en esta prueba carresponden al dia 30 post-inmunizacidn
y post-infeccion, ya que en este tiempo, observamos mejor respuesta de

anticuerpos.
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Coansideramos que al evaluar la respuesta inmune humoral, debemos de
utilizar ademas de extractos bacteriancs, bacterias enteras ya que como
observamos la respuesta inmune humoral contra las bactenias es menor que la
observada contra los extractos bacterfangs. Sin embargo, la respuesta
observada contra las bacterias enteras, refleja mejor lo que ocurre en la
infeccion natural. Probablemente la pobre respuesta de anticuerpos en ratones
infectados, se debe a la dosis de bacterias utilizada y [a via de administracién
(subcutanea), que no es la via de entrada natural de las especies del género
Naocardia causantes de infeccion sistémica. No utilizamos dosis de bacterias
mayores, por el riesgo de provacar la muerte de los ratones, sin embargo es
importante resaltar que al momento de sacrificar a los ratones, al dia 60
postinfeccion, recuperamos del sitio de inoculacion (en el 80% de los ratones)

bacterias viables (demaostrado por crecimiento en cultiva).

Al comparar mediante electroforesis, el patrgn de antigencs proteicos de
Nocardia asteroides sensu stricto, N. farcinica y N. nova, observamos que
existe cierta similtud entre ellos, par gjemplo en N. asteroides y N. nova la
proteina de 24-kDa es abundante, ambos extractos poseen proteinas de mas

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

A pesar de que l|a respuesta humoral de los ratones infectados con
Nocardia no fue tan intensa como en el caso de los ratones inmunizados, ayudd
a seleccionar un antigeno inmuncdominante de N. asferoides. Si la seleccion

del antigeno se hubiese realizado solo sobre la base de |la respuesta humoral
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de ratones inmunizados, probablemente se habria seleccionado a la proteina de
24-kDa que es la mas inmunogénica y abundante, pero esta proteina no
desencadend respuesta de anticuerpos en los ratones infectados. Por este
motivo, se selecciond a la proteina de 36-kDa de Nocardia. Para verificar la
ausencia de reaccidn cruzada, se realizaron analisis de Westem blot utilizandag

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

Finalmente con los diferentes ensayos de Westem blot, se selecciono la
proteina inmunodominante de 36-KDa de Nocardia astercides sensu stricto
basandose en los siguientes criterios: 1. Es una proteina abundante en los
extractos celulares de la bacteria (Fig. 1). 2. Es un antigeno inmunodominante,
ya que fue reconacido por el suero del 100% de ratones BALB/c
inmunizados (Fig. 2). 3. También fue uno de los antigenos inmunodominantes
que induj¢ produccion de anticuerpos en ratones infectados (Fig. 5). 4. Este
antigeno no desencadend reacciéon cruzada con los antigenos de las otras

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

La secuencia aminoacidica del antigeno inmunodominante de 36-kDa de
N. asfercides seleccionado, pemitid identificarlo como una tiolasa. El
alineamienta de las secuencias aminoacidicas de tiolasas de especies cercanas
a N. asterofdes permitid definir una region conservada al inicio de |la proteina y
otra muy cercana al extremo C-terminal. Los iniciadores disefiados sobre estas
regiones noas permitieron amplificar la mayor parte del gen que codifica para

esta tiolas:: de Nocardia asteroides, la cual se cloné.
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Las tiolasas son enzimas que participan en el metabolismo de los acidos
grasos, cetonas y esteroides. En particular, estan involucradas en la
oxidacion, especificamente en el paso final. Esta via metabdlica se presenta en
procariotes y eucarioles y estas enzimas se localizan en citosal, peroxisomas y
mitocondrias (130). Los genes de tiolasas, se encuentran conservados y
evolucionaron a partir de un ancestro comin. Desde el punto de vista funcional,
existen dos clases de tiolasa: Tiolasa | (3-cetoacyl-CoA ticlasa) y Tiolasa Il
(acetoacetyl-CoA tialasa). La Tiolasa | escinde acidos grasos de cadena larga,

mientras q.e la Tialasa || participa en la sintesis de acetoacetyl-CoA.

De acuerdo con la comparacion de la secuencia amingacidica, con la
reportada de otras ticlasas, observamos que existe similitud con las secuencias
de Tiolasa |, sin embargo, esta caracterizacion se tendra que complementar
caon ensayos bioquimicos de especificidad de substrato. La tiolasa de Nocardia
asteroides sensu stricto presenta vanas substituciones con las ticlasas de
especies cercanas, como N. farcinica. Estas substituciones podrian explicar la
ausencia de reaccion cruzada en los analisis de Western blot. Por lo tanto esta
proteina podria ser un buen candidata para el desarfollo de una prueba
diagnastica mediante serologia en pacientes inmunocompetentes, y/o bialogia

molecular utilizanda PCR y RFLPs en pacientes inmunocomprometidos.



73

CONCLUSIONES

1. Identifi. amos el antigeno inmunodominante de 36-kDa de WNocardia
asteroides sensu stricto, que no presenta reaccién cruzada con antigenos de

Nocardia farcinica ni con Nocardia nova.

2. Se aislo el antigeno inmunodominante de 36 kDa de N. asteroides sensu

stricto y se clond el gen que codifica para este antigenao.

3. Este antigenc inmunodaminante de Nocardia astergides sensu stricto,

corresponde a una Tiolasa.

4. Se corrobord que existen diferencias en la secuencia de amincéacidos entre
tiolasa de Nocardia asteroides y Nocardia farcinica, lo que hace a este

antigeno un buen candidato para desarrollar una prueba diagnostica.
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Inmunoglobulina M

kilodaltons

Litro (s)

Concentracién molar

Miligramao (s)

Microgramo (s)

Minuto {s)

Mililitro (s)

Microlitro (s)

Concentracion milimaolar

Caoncentracion micromelar



ng

PA
pb
PBS
PCR
pH
PM
Yopiv
%T
%C
SDS
SDS-PAGE

TA
TBS
TEMED
Tris
TTBS
Tm

UFC
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Nanogramao (s)

Pagina

Producto amplificado

Paraes de bases

Amortiguador de salina-fasfatos

Reaccion en cadena de |a polimerasa

dog [H ']

Peso molecular

Porcentaje peso/volumen

Parcentaje total de acrilamida-bisacriiamida en el gei
Porcentaje total de bisacrilamida en el total de acrilamida
Lauril sulfato de sodio

Electroforesis en gel de paliacrilamida-dodecilsulfato de
sodio (Sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis)

Temperatura ambiente

Solucion Tris amortiguada con sodio

N.N,N', N’ tetrametiletilendiamina
Tris(hidroximetil)aminometano

Solucion Tris amorfiguada con sadio mas Tween
Temperatura de alineamienta

Unidades internacionales de enzima

Unidades formadoras de colonias

Voltios

Veces de concentracion



APENDICES
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APENDICE A

NOMENCLATURA PARA LOS aminoacidos

<-<5—|cn-u-n§7:r-"1(.)moocz;u>

Alanina
Arginina
Asparagina
Acido aspartico
Cisteina
Glutamina
Acido glutamico
Glicina
Histidina
Isaleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina

Sering
Treonina
Triptofano
Tirosina

Valina
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EQUIPO

1. Agitador magnetico { Corning ) RC-353.

2. Bafio de agua ( American ) B6990.

3. Camara de electroforesis ( BIO-RAD ) Model Mini Protean 11
4. Camara de eletroelucidn { BIO-RAD ).

5. Camara de transferencia ( BIG-RAD ) Mini Trans Blot Cell.
6. Campana para PCR

7. Centrifuga ( Beckman ) Allegra 64R.

8. Centrifuga ( Beckman ) TJ-6.

9. Espectrofotdmetro (Beckman) DU 7500.

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

11.  Hor agenizador { Ever-bach ).

12. Incubadora ( Control Enviroment ) NARCO.

13. Incubadora con agitacién { GCA/Presicion Scientific ).
14.  Liofilizadora ( VIRTIS ).

15. Microscopio ( Zeiss ).

16.  Micro-Shaker Il { Dynatech ).

17. Potenciometro { Beckman ) 43 pH Meter.,

18. Refrigerador ( American Sci. ) Ultra low.

19. Refrigeradar { Kelvinator ).

20. Termociclador (Perkin Elmer)

21.  Termaocicladar (JM Research)

20. Thermix Stirrer ( Fisher ).

APENDICE B
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