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RESUMEN

"CARACTERIZACION GENETICA DE UNA CEPA ATENUADA DE N. brasiliensis HUJEG-1"

Nombre: Q.B.P. Mayra Paola Campos Rivera.
Institucion: Facultad de Medicina, Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.
Fecha de titulacioén: Diciembre del 2012.

Paginas en el estudio:  78.

Introduccién: Nocardia brasiliensis es el principal agente causal de actinomicetoma en nuestro pals, sus
mecanismos de patogenicidad y virulencia no son del todo conocidos. En un trabajo previo, la cepa de N.
brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358) fue sometida a subcultivo continuo cada 72 h por 200 veces (P. 200),
después de lo cual mostré cambios fenotipicos como disminucién de la acido-alcohol resistencia y
produccién de filamentos, ademas de un incremento en |a tasa de crecimiento y una deficiencia de
acidos grasos en la pared celular. Se observéd ademdas una menor sobrevivencia frente a leucocitos
polimorfonucleares humanos y una disminucidn en la virulencia en el modelo murino BALB/c. El genoma
de P. 200 fue sometido a secuenciacién en masa usando la plataforma Roche/454 GS (FLX Titanium). En
este trabajo comparamos el genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0 (Numero de acceso: NC_018681.1) y
P. 200, lo que nos permitié elucidar los cambios genéticos ocurridos como efecto del subcultivo.

Objetivo: Analizar los cambios genéticos asociados a la atenuacion de Nocardia brasiliensis HUJEG-1.

Materiales y métodos: Se compararon las secuencias genéticas de N. brasiliensis P. 0y P. 200 con el
programa Sequencher 5.0 (Gene Codes, MI, EUA) y la herramienta BLAST del NCBI. Con el programa
Oligo 6 (Primer Analysis Software Versién 6.40) se disefiaron iniciadores para amplificar algunos genes
ausentes en P. 200 y presentes en P. 0; mediante PCR de punto final se determiné la presencia de estos
genes en los subcultivos 40, 80, 100, 130, 180, 190 y 200. La presencia de los genes se demostrd en los
subcultivos también por Southern blot; finalmente se evalud la expresion del gen 031_021945 (catalasa)
mediante RT qPCR.

Resultados: Se identificaron 3 deleciones denominadas RDNb1, RDNb2 y RDNb3 de ~59.7-kb, ~216.3-kb
y ~31.7-kb respectivamente. En conjunto estas deleciones representan una pérdida de 307,793-pb que
incluyen 265 genes y equivale a una pérdida del 3.24% del genoma de N. brasiliensis HUJEG-1. Se
encontraron 119 SNP's de los cuales 27 posiblemente afectan genes. Mediante PCR de punto final y
Southern blot se observé que la perdida de RDNb1 ocurrié entre los subcultivos 75 y 80; para RDNb2
esto sucedid entre los subcultivos 155 y 200 y la eliminacién de RDNb3 ocurrié entre los subcultivos 65 y
80. Entre los genes que fueron eliminados durante el subcultivo se encuentran el gen 031_021945
(catalasa) y un operdn de la familia "mammalian cell entry proteins" (mce), ubicados en las deleciones
RDNb2 y RDNb3 respectivamente Estos genes se han asociado en la virulencia de otros microorganismos.

Conclusiones: El subcultivo de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 propicio la pérdida gradual de fragmentos
genéticos que incluyen genes importantes en la :l'nnt/esis_d\\e pared celular, lipidos, asi como proteasas,
peptidasas, la catalasa y mce, los cuales parecefi correlacionar con la pérdida de virulencia de N.
brasiliensis. '

Dr. C. Lucio Vera Cabrera



CAPITULO |

INTRODUCCION

El micetoma es una enfermedad infecciosa crénica de la piel que puede ser
producida por hongos, o por actinomicetos filamentosos aerobios, en cuyo caso se
denomina eumicetoma y actinomicetoma respectivamente. Entre las principales
bacterias causales de micetoma se encuentran: Nocardia brasiliensis, Streptomyces
somaliensis, Actinomadura madurae y Actinomadura pelletieri (Arenas, 2008,
Welsh et al., 2012). En México, los actinomicetos producen el 98% de los casos, de
los cuales el 86% son producidos por N. brasiliensis, un microorganismo que vive
como saprofito del suelo y que predomina en clima tropical humedo con
precipitacion pluvial de 600 a 2000 milimetros. (Lépez et al., 1992, Ambrosioni et

al., 2010, Salinas-Carmona et al., 2002,).

Los agentes causales del micetoma penetran en la piel, generalmente por
inoculacién traumatica con espinas o astillas de lefia, y producen una inflamacién
localizada que afecta sobre todo las extremidades. La infeccidn por N. brasiliensis se
localiza en la piel, en el tejido celular subcutaneo y llega a afectar los musculos, los
huesos y los érganos adyacentes, aunque también pueden presentar infecciones

pulmonares y sistémicas (Saubolle et al., 2003, Young et al., 2002).



La lesidon inflamatoria aumenta de volumen en forma lenta pero continua
hasta deformar el drea afectada; después de meses o afios se desarrollan abscesos,
Ulceras, y fistulas que drenan un material serosanguinolento que contiene
microcolonias del agente infeccioso. A este conjunto de bacterias se le conoce como

granos o granulos (Arenas, 2008).

El diagndstico de micetoma se basa en los signos clinicos descritos
anteriormente y se confirma con el aislamiento e identificacién del agente
microbiano en muestras de cultivo tomadas de las lesiones (Saubolle et al., 2003,

Salinas-Carmona et al., 2002).

1.1 AGENTE ETIOLOGICO.
Los miembros del género Nocardia se encuentran asociados a un grupo de

microorganismos conocidos como actinomicetos aerobios.

El género Nocardia se encuentra distribuido mundialmente, son sapréfitos y
son un componente importante de la microflora normal del suelo donde tiene un
papel importante en la descomposicién de materia organica como plantas, detritos

e insectos (McNeil et al., 1994).

Nocardia es un bacilo aerobio, gram positivo, que forma ramificaciones las

cuales se fragmentan en formas cocobacilares; es intracelular facultativo y



parcialmente acido-alcohol resistente. Filogenéticamente se encuentra relacionado
con los géneros Mycobacterium, Corynebacterium, Gordonia y Tsukamurella entre

otros (Rainey et al., 1995, Goodfellow, 1973).

El género Nocardia tiene una pared celular tipo IV, caracterizada por
peptidoglicano compuesto por dcido meso-diaminopimélico, arabinosa y galactosa.
En Nocardia asteroides se ha estudiado la composicién de la pared celular,
encontrandose que posee 3 capas: la capa interna contiene peptidoglicano y
azucares, mientras que las capas externas poseen péptidos y lipidos (Beaman et al.,

1988).

La pared celular de Nocardia posee acidos micélicos de 46-60 carbonos
predominando los de 52 carbonos, ademas de glicolipidos y fosfolipidos. Los
fosfolipidos mads preponderantes son difosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol y fosfatidilinositol mandsido; También presenta acidos grasos
ramificados y no ramificados, tales como dacido laurico, acido miristico, acido
palmitoleico, acido palmitico, acido heptadecanoico, dacido oleico y acidos
tuberculoestedricos (Holt, 2000). Ademas contiene quinonas isoprénicas llamadas
menaquinonas, una mezcla de tetrahidromenaquinonas de 6 y 8 unidades

isoprénicas (Pumarola et al., 1987).



1.2 IDENTIFICACION.

Nocardia crece en 2 a 7 dias en agar sangre al 5%, agar chocolate 6 agar
infusion cerebro corazén; asi mismo también pueden usarse medios para
crecimiento micolégico, como el Mycosel que contiene cicloheximida para su
primoaislamiento. La identificacion presuntiva se obtiene al realizar la tincién de
Kinyoun. Se utilizan pruebas bioquimicas para la identificaciéon de las especies de
Nocardia y éstas se basan en la hidrélisis de la caseina, tirosina, xantina e

hipoxantina (McNeil et al., 1994, Saubolle et al., 2010).

Los métodos moleculares se utilizan exitosamente para identificar especies
de Nocardia y entre estos se encuentran el andlisis con endonucleasas de
restriccion del gen ARNr 16S, RFLP del gen hsp y los métodos de secuenciacién,

principalmente del ARNr 16S (Alfaresi et al., 2006).

1.3 MECANISMOS DE PATOGENICIDAD Y VIRULENCIA.

Se han descrito algunos mecanismos de patogenicidad y virulencia en el
género Nocardia, en 1978 se sugirié que la virulencia de N. asteroides es mayor en
la fase de crecimiento exponencial, cuando abundan los filamentos, que en la fase
estacionaria donde se presentan células cocoides (Beaman y Maslan, 1978). Asi
mismo la respuesta inmunitaria innata del hospedero probablemente contribuye a
la eliminacion de la bacteria cuando ha invadido los tejidos, por lo que muchas
personas infectadas no desarrollan micetomas (Beaman et al., 1988, Salinas-

Carmona et al., 2002).



Algunas enzimas se han descrito como mecanismos de virulencia, por
ejemplo: la superdxido dismutasa y la catalasa que protegen a los microorganismos
de los efectos téxicos de los radicales del oxigeno que producen neutrdfilos
polimorfonucleares y macréfagos como parte de sus mecanismos microbicidas

(Beaman et al., 1983, Beaman et al., 1985).

Entre las caracteristicas que se observan en el micetoma se encuentran la
inflamacién persistente y el dafio tisular, los cuales han sido atribuidos a los acidos
micodlicos, acidos grasos, lipoproteinas y peptidoglicano de la pared celular y a una
glicoproteina de 24 kDa de N. brasiliensis ATCC 700358 (McNeil et al., 1994, Salinas-

Carmona et al., 2002).

El bloqueo de la acidificacidn de los fagosomas y la utilizacidn de la fosfatasa
acida por N. asteroides también se mencionan como elementos importantes en la

patogenicidad (Black et al., 1986).

1.4 ATENUACION.

Se ha observado que el pasaje in vitro de microorganismos puede producir
cambios importantes en las caracteristicas fenotipicas, incluyendo la eliminacién de
uno o mas factores de virulencia. Entre los microorganismos atenuados obtenidos

de esta manera se encuentran el virus de la rabia, los poliovirus, el virus del



sarampién y M. bovis BCG (Basombrio et al., 2000, Gonzalez-Garza et al., 2000,

Ebert, 1998).

El efecto del subcultivo se ha estudiado, entre otros, en Streptococcus
pneumoniae, un patégeno humano facultativo asociado con enfermedades como
neumonia, meningitis, sepsis y otitis media, los factores implicados en Ia
colonizacidn inicial, sobrevivencia y etiologia de esta bacteria no son del todo
conocidos. S. pneumoniae 6304 se subcultivé durante 100 veces y se identificaron
alteraciones en los perfiles de transcripcion global de la cepa sin subcultivar (P. 1), la
cepa subcultivada 50 veces (P. 50) y 100 veces (P. 100) encontrandose que
conforme aumentaba el numero de subcultivos, se mostraba una mayor alteracion
de genes expresados. Setecientos seis genes de P. 100 contra 113 genes de P. 50;
entre los genes diferencialmente expresados se encuentran genes asociados con
transporte y unién de proteinas, pared celular, energia y metabolismo, sintesis de
proteinas, proteinas hipotéticas y asociados a virulencia tales como: neumolisina,
transporte de hierro y genes de la Regidn de Diversidad 10 (RD10) los cuales son

necesarios durante la infeccidn en el torrente sanguineo (Pandya et al., 2009).

Otro microorganismo en el que se ha estudiado la atenuacion por subcultivo
es Staphylococcus aureus, el cual posee un amplio repertorio de factores de
virulencia ya conocidos, incluyendo cuatro hemolisinas, dos lipasas, varias
proteasas, exotoxinas y enterotoxinas (Franklin y Lowy, 1998, Bien et al., 2011). La

produccién de algunos factores de virulencia es regulada por el operon agr el cual

6



codifica para dos ARNm designados ARNII y ARNIIIl. La cepa S. aureus SA564 fue
utilizada para hacer pasajes seriados diarios durante 6 semanas y se observd que
conforme avanzaban los pasajes disminuyd la actividad de aconitasa, la cual es una
enzima del ciclo del acido citrico que afecta la sintesis de varios factores de
virulencia y la expresion de los genes reguladores sarA y ARNIII, reportdndose una
disminucion de la actividad de la aconitasa del 38% a la sexta semana (Somerville G.

etal., 2002).

Un ejemplo clasico de atenuacion por subcultivo es el del Bacilo Calmette-
Guérin (BCG), un mutante obtenido de Mycobacterium bovis atenuado después de
230 subcultivos seriados en medio de cultivo que contenia bilis de buey, realizado
por Albert Calmette y Jean Marie CamilleGuérin entre 1908 y 1921 (Calmette et al.,
1909). La cepa resultante era incapaz de matar animales experimentales, y mostré
no tener reversion a su estado original. Se han obtenido varias cepas derivadas que
han sufrido hasta la fecha mas de 1000 pasajes desde que se prepararon los stocks
liofilizados en 1960 (Brosch et al., 2007). Esto ha resultado en muchas diferencias
fenotipicas las cuales pudieron haber sido causadas por cambios genéticos
ocurridos en las cepas bacterianas durante el paso del tiempo, ademads de las

diferencias en las técnicas de produccién (Behr et al., 1999, Clemens et al., 1983).

La cepa BCG Pasteur no solo carece de RD1 sino que también ha incurrido
otras mutaciones, incluyendo la regién de diferencia 2 (RD2), perdida durante los

afos de 1927 y 1931. Para evaluar el papel de RD2 asociada a la virulencia, se
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construyd en el 2010 un "knock-out" dirigido en la cepa de referencia M.
tuberculosis H37Rv y se condujo una serie de estudios in vitro e in vivo
demostrando que la pérdida de RD2 conduce a la reduccion de la virulencia,
proporcionando evidencia de que el perfil de seguridad de la BCG Pasteur resulta a
partir del efecto acumulativo de multiples mutaciones atenuantes (Kozak et al.,

2010).

Otro ejemplo de atenuacién in vitro ha sido descrito recientemente para el
aislado clinico M. tuberculosis MT103 (Cardona et al., 2006), esta cepa perdid su
virulencia después de 18 meses de pasaje continuo en medio de cultivo. La
atenuacién fue relacionada con un resultado negativo en un indicador de virulencia
como lo es la reaccion del rojo neutro (NR-) y a su deficiencia en la sintesis de

pthiocerol dimycocerosates (PDIMs), un lipido asociado a virulencia .

Una cepa atenuada en el laboratorio es M. tuberculosis H37Ra (avirulenta)
obtenida en 1934 por pasaje seriado de un aislamiento clinico de MTB,
originalmente aislado de un paciente con tuberculosis en 1905 y designada como
H37. La cepa H37Ra ha sido estudiada mediante analisis de microarreglos y se han
identificado genes que se encuentran subexpresados en H37Ra comparados con
H37Rv (virulenta) (Gao et al., 2004 y Mostowy et al., 2003). Recientemente se ha
publicado que una mutacién puntual en el regulador transcripcional phoP, se
encuentra implicada en la atenuacion de H37Ra, debido a que tiene impacto en la

secrecion del antigeno ESAT-6 (Frigui et al., 2008). Ademds, dicha mutacién en phoP
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en H37Ra es responsable de la pérdida de produccién de policétido derivado de
aciltrehalosa también conocidos como sulfolipidos (SL), diacil-trehalosas (DAT) y
poliacil-trehalosas (PAT), los cuales se encuentran implicados en inmunoregulacion

(Chesne-Seck et al., 2008).

Por lo anterior y tomando en cuenta que en Nocardia brasiliensis no son
bien conocidos los mecanismos de patogenicidad y virulencia, se considera que
lograr la atenuacién de Nocardia brasiliensis hara factible dilucidar cudles son los

mecanismos de virulencia de este microorganismo.



CAPITULO Il

ANTECEDENTES DIRECTOS

En el Laboratorio Interdisciplinario de Investigacion Dermatoldgica (LIID) del
Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez, UANL, se ha estudiado el efecto
del subcultivo en una cepa de Nocardia brasiliensis. La cepa de N. brasiliensis
HUJEG-1 (ATCC 700358) fue sometida a subcultivo cada 72 horas en Caldo Infusién
Cerebro Corazén en condiciones de agitacion de 110 rpm y temperatura de 37°C,

esto durante 200 veces, almacenandose alicuotas cada 10 subcultivos.

Se procedié a probar la virulencia de la cepa sin subcultivar (P. 0) comparada
con los subcultivos 40, 80, 100, 130 en el cojinete plantar de ratones hembra
BALB/c (Gonzalez-Carrillo, 2010). En la figura 1 se muestra la evolucién de la
infeccion natural en ratones BALB/c cuando se inoculé con las bacterias de los
subcultivos 40, 80, 100 y 130 comparadas con el control (P. 0). Los animales
inoculados con P. 0 presentaron inflamacién debido a una intensa estimulacion
antigénica producida por el inéculo, seguido de una disminucidon del grosor del
cojinete plantar. Los micetomas aparecieron después de 5 a 6 semanas de la
infeccion, y a las 12 semanas se presentd un considerable incremento en el tamafio
de los cojinetes plantares de los ratones caracterizado por presencia de abscesos y

fistulas.
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Cuando se inocularon

los subcultivos de N. brasiliensis se obtuvo un

comportamiento diferente. Después de una respuesta inflamatoria inicial, el grosor

de los cojinetes plantares de los ratones BALB/c disminuyeron después de las 5

semanas post-inoculacion en todos los casos. La formacion de lesiones de micetoma

a la semana 12 se observaron en un 10, 5, 0, O por ciento de los animales inoculados

con P. 40, P. 80, P. 100 y P. 130 respectivamente. Mientras que los controles

produjeron micetoma en un 80, 80, 70 y 60% de los animales inoculados analizados

a las doce semanas. Se compard el desarrollo de lesiones en los grupos inoculados

con los subcultivos contra el grupo control (inoculados con P. 0) y se analizaron con

la prueba ANOVA, observandose una diferencia significativamente estadistica (P<

0.001) (Almaguer et al., 2011).
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Posteriormente Gonzalez-Carrillo, 2010, procedié a analizar la virulencia de
la cepa sin subcultivar (P. 0) comparada con la cepa subcultivada 200 veces (P. 200)
con el modelo murino BALB/c. En el grupo control se observé un aumento en el
grosor del cojinete plantar de los ratones y el desarrollo de lesiones, abscesos y
fistulas en los ratones, mientras que en los ratones inoculados con la cepa P. 200 se
presentd una disminucién en el alto y ancho del cojinete plantar de los ratones

BALB/c.

Ademas de las infecciones experimentales se realizaron ensayos para medir
la sobrevivencia de N. brasiliensis HUJEG-1 frente a leucocitos polimorfonucleares
humanos, observandose una menor sobrevivencia de N. brasiliensis P. 200 en

comparacion con la cepa sin subcultivar (P. 0) (Gonzalez-Carrillo, 2010).

Asi mismo Gonzdlez-Carrillo, 2010, observd otras diferencias en N.
brasiliensis HUJEG-1 P. 200 respecto a la cepa parental P.0, entre ellas: una
disminucion de la acido alcohol-resistencia y produccién de filamentos, las cuales
son caracteristicas del género Nocardia (Wilson J., 2012 ), un incremento en la tasa

de crecimiento de P. 200, y una deficiencia de los acidos grasos de la pared celular.

Recientemente se ha publicado la secuencia del genoma de Nocardia

brasiliensis HUJEG-1, el cual esta constituido de 53 contigs, una longitud de
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9; 489,024-pb, contenido de G+C del 68% y 3 copias de los genes ARNr 5S, 16Sy 23S

(Vera-Cabrera et al., 2012).

Asimismo se llevd a cabo la secuenciacién del genoma de N. brasiliensis
HUJEG-1 subcultivo 200, lo cual nos permite hacer una comparacién entre los
genomas de P. 0 vs P. 200, con el fin de elucidar los cambios genéticos que pudieron
propiciar la disminucién de virulencia, menor sobrevivencia a leucocitos
polimorfonucleares humanos y el cambio en el patrén de expresion de proteinas

mencionados anteriormente para el subcultivo 200.
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CAPITULO 1lI

JUSTIFICACION

El estudio de los cambios genéticos producidos durante el subcultivo de
Nocardia brasiliensis HUJEG-1 nos pueden indicar los genes involucrados en la
virulencia de este microorganismo, y por ende las propiedades biolégicas perdidas

durante este evento.
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CAPITULO IV

OBJETIVO GENERAL

Analizar los cambios genéticos asociados a la atenuacién de Nocardia

brasiliensis HUJEG-1.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar cambios en la secuencia nucleotidica de P. 200 en relacién a P.0.

2. Desarrollar un método para amplificar los genes ausentes en P. 200 vy

presentes en P. 0.

3. Determinar la presencia de los genes en los subcultivos (P.0, P.40, P.80,
P.100, P.130 y P.200) de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 por medio de la

técnica de PCR.

4. Evaluar por Southern blot la presencia de los genes en los subcultivos

previos de Nocardia brasiliensis HUJEG-1.

5. Evaluar la expresion de los genes de interés por PCR tiempo real.
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CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS

5.1 Microorganismo de Estudio.

Para este proyecto se utilizaron tanto la cepa parental (P. 0) asi como los
subcultivos de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358) realizados por

Almaguer, 2011 y Gonzalez-Carrillo, 2010.

5.2 Cultivo del Microorganismo de Estudio.

Para la extraccion de ADN gendmico, la cepa de N. brasiliensis HUJEG-1 sin
subcultivar (P. 0), asi como los subcultivos, se sembraron en Agar Infusiéon Cerebro
Corazén (Bioxon, BD, México) a 37° C por 5-7 dias, hasta obtener suficiente

crecimiento.

Para la extraccién de ARN total, se inoculé 0.1 ml de una suspensiéon 1
McFarland de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0 y los distintos subcultivos en matraces de
125 ml que contenian 33 ml de Caldo Infusién Cerebro Corazén estéril (Bioxon, BD,

México).
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5.3 Extraccion del ADN.

El ADN se extrajo mediante la técnica de CTAB-NaCl con las modificaciones
mencionadas a continuacion (Wilson, 1987). A partir de un cultivo joven en medio
solido Agar Infusion Cerebro Corazén, se recolectaron las bacterias con un asa
estéril en un tubo de micro-centrifuga conteniendo 500 ul de solucion TE1X vy se
calentaron por 30 min a 80° C para inactivarlas. Se afiadieron 10 pl de proteinasa K
(10 mg/ml) (Promega, Madison, WI, USA) y 50 ul de lisozima (10 mg/ml) (Sigma, St.
Louis, MI, EUA) y se incubaron a 37° C durante 2 horas. Posteriormente se
adicionaron 100 pl de SDS 10% y 10 pl de proteinasa K y se incubd 15 minutos a
65°C; al término se adicionaron 100 pl de NaCl 5M (Sigma) y se mezclé por inversion
(20 veces), agregando después 80 pl de bromuro de hexadecil-trimetilamonio
(CTAB) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). La mezcla se agité en un vortex hasta
gue la suspensién se observé lechosa, se incubd a 65° C por 10 min. Se anadié un
volumen igual de (0.7 ml) una mezcla (24:1) de cloroformo/alcohol isoamilico
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) y se agité en un vértex por 10 segundos, se
centrifugé a temperatura ambiente por 5 min a 12, 000 xg y la capa acuosa fue
transferida a un nuevo tubo de micro-centrifuga con una micropipeta. Se agregaron
500 ul de isopropanol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); después de agitar
levemente los tubos se dejaron a -20° C por lo menos 1 hora, se centrifugd por 15
min a temperatura ambiente a 12 000 xg y el sobrenadante fue descartado. La
pastilla de ADN se lavé con 1 ml de etanol frio para remover el CTAB residual y el

isopropanol.
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Los tubos fueron centrifugados por 5 min a temperatura ambiente a 12, 000
xg, se descartd el sobrenadante y la pastilla de ADN se dejé secar al aire. EI ADN se
disolvié en aproximadamente 25 pl de buffer TE 1X, y se dejo en incubacién a 37° C
por 30-60 min para disolver el ADN. Para evaluar la cantidad y la calidad del ADN se
utilizé el aparato Nanodrop 2000 (Spectrophotometer, Thermoscientific) vy se

almacend a 4° C hasta su uso.

5.4 Diseio de iniciadores para la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) de

punto final.

Con el programa Oligo 6 (Primer Analysis Software Version 6.40) se
disefaron los iniciadores de algunos genes presentes en las secuencias de delecidn
encontradas mediante la comparacién del alineamiento entre la secuencia de

Nocardia brasiliensis HUJEG-1 P. 0, P. 200.

Tabla 1. Lista de iniciadores utilizados para PCR de punto final

RDNb1
Tamafiio
Numero de Producto Localizacion Secuencias de los iniciadores del
gen producto
031_41375 Proteina hipotética 11176-11717 5’-ACATAGATCCAGCCGTTC -3 542-pb
5-GAGATGACCAGTGTTCGTG -3’
031_41150 Proteina hipotética 55017-55510 5-GAAGGAGACACAATGAGAC -3’ 494-pb
5’- AGCTCGAACTGATCCAC -3
RDNb2
Numero de Producto Localizacion Secuencias de los iniciadores Tamafio
gen del
producto
031_021960 Propionil-CoA 4985649- 4986036  5'- CGGTGTCACATCGGATAC -3’ 388-pb
5 -TCATCAATCTCGTGGTGC -3’
031_021945 Catalasa 4979759- 4980244 5’-CTGTTTGATCGCCTTCTC -3 486-pb
5’ -AACCCGACCAACTATTTC -3
031_021900 Neurolisina 4969478- 4969920  5’-GTTGTCACGCTGTTCCA -3 443-pb
5-AGGCTCCAGAGATAGGTG -3’
031_021780 Co-A Transferasa B 4947500 - 4947846  5’-ACCTGGTGCTGATCTATG -3/ 347-pb
5’-GGTGACGAAATCGACTC -3
031_021610 Adenosilhomocis- 4914458- 4914928  5’-GTCGCCCTATCGTCAGTAC -3’ 471-pb
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teinasa 5 -CGTCGAGCAGCATGTTC -3’
031_021295 Oxidorreductasa 4812621- 4812991  5’-AGGCGAGCACATACTTG -3’ 371-pb
dependiente del 5’-GAGATCCCCTATGACCTAC -3’
NADP
031_021260 Transportador de 4807425- 4807768  5-AAGATGAACTGCAGGAAC -3’ 344-pb
acidos 5’-CTCACCAAAGCGAAAG -3’
grasos de cadena
corta
031_021250 Amidotransferasa 4803119- 4803708  5’-CGAGGACCTGCTTGATC -3’ 590-pb
5’-GTCGCTCTATCTGCTGTTC -3’
RDNb3
Numero de Tamafio
gen Producto Localizacion Secuencias de los iniciadores del
producto
031_006630 Transportador 1519740- 1520103  5’-ATGGTCAGGCCGATAC -3 364-pb
5’-GGTTGTTCGTCATGGTG -3
031_006635 yrbE 1521271- 1521655  5'-CGATAGAACCGGGAGAG -3’ 385-pb
5’ -TCAACATCCTCATCATCTTC -3’
031_006645 mce 1522606- 1523165 5’ -GCTTACAGATCACGTTG -3’ 560-pb
5-CACCATCAGTTCGTTG -3
Control positivo
031_0r42275 1448354- 1448587  5'-ACGGGTGAGTAACACGTG -3' 234-pb
031_0r42277 16S 2272059- 2272292  5'-AGTCTGGGCCGTGTCTCAGTC-3'
031_0r42279 3902317- 3902550

5.5 Realizacion de Reaccién en Cadena de la polimerasa (PCR) de punto final.

A partir del disefio de iniciadores se procedidé a estandarizar las condiciones

de temperatura de desnaturalizacién, alineamiento asi como su duracién, ademas

de la concentracidn de iniciadores para la amplificacion de los genes seleccionados.

Se prepararon reacciones de 25 pl utilizando una concentracién de 20 ng de

ADN de la cepa HUJEG-1 (P. 0) y GoTaqg Green Master Mix 2X (Promega, Madison,

WI, USA) (Buffer de Reaccién pH 8.5, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP y

400 uM dTTP Y 3 mM MgCly), y; el volumen se ajustd con agua milliQ estéril. Los
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tubos fueron colocados en el termociclador (PTC-200 MJ Research) y la reaccién de

PCR se llevd a cabo con las siguientes condiciones:

Tabla 2. Programa para la reaccion de PCR

1. 96°C

1 min 5.

2. 92°C 40seg 6. 72°C

3. Tm

4, 72°C

1min 7. 4°C

Imin

Iral paso 2 29 veces

10 min

FIN

Tabla 3. Estandarizacion de condiciones para las reacciones de PCR

Gen Concentracion de

ADN

Proteina hipotética 031_41375 20 ng

Proteina hipotética 031 41150 20 ng

Transportador 20 ng

yrbE 20 ng

mce 20 ng

Propionil-CoA 20 ng

Catalasa 20 ng

Neurolisina 20 ng

Co-A Transferasa B 20 ng

Adenosilhomocisteinasa 20 ng

Oxidorreductasa 20 ng
dependiente del NADP

Transportador de acidos 20 ng
grasos de cadena corta

Amidotransferasa 20 ng

Control positivo 20 ng

16S

Concentracion de Tm
los iniciadores

0.25 uM 57°C
0.25 uM 53°C
0.5 UM 52°C
0.5 uM 55°C

1 uM 47.5°C
0.25 uM 55°C
0.25 uM 57°C
0.25 UM 52°C
0.25 uM 54°C
0.25 UM 59°C
0.25 uM 55°C
0.25 uM 53°C
0.25 uM 57°C
0.25 uM 55°C

20



5.6 Ensayo de Southern blot.

Se digirieron aproximadamente 4 ug de ADN gendmico con la enzima BamHI
(Promega, Madison, WI, USA) en un volumen final de 30 ul en un tubo de
microcentrifuga, se centrifugaron los tubos por 5 seg a 12,000 xg y se incubaron

durante 4 h a 37°C.

Se preparo un gel de agarosa al 0.8% en solucién TE 1X adicionado con 5 pl
de bromuro de etidio (10 mg/ml) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) y se montd en
una camara de electroforesis utilizando la misma solucién para el corrimiento. Se
aplicaron 25 pl de las muestras mezcladas con solucion de carga 5X a los pozos del
gel asi como también 3 pl del marcador de 1 kb (Gibco, Invitrogen, Grand Island,
N.Y, USA) en los carriles de los extremos. Se inicid la electroforesis a 100 V por 10
min y posteriormente se decrecid el voltaje a 35 V y se corrié toda la noche hasta

lograr una buena migracion de los fragmentos.

Después de la electroforesis se desmontd el gel y se colocd por 20 min en
300 ml de solucidn desnaturalizante (NaCl 1.5M, NaOH 0.5M) y se lavd con agua
destilada. Posteriormente se colocd en 300 ml de soluciéon desnaturalizante (NaCl
0.5M, Tris-base 0.5M pH 7.5) por otros 20 min y se lavd finalmente con agua
destilada. Se procedié a la transferencia del ADN por el método capilar como se

detalla a continuacidn: se colocd un molde para geles boca abajo en una bandeja, se
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cubrié el molde con un pedazo de papel filtro Whatman poro abierto (20 um)

ajustando al tamafo del molde.

Cuidadosamente se empapd con solucién de transferencia SSC 20X y se
removieron las burbujas de aire. Se colocé el gel sobre el papel Whatman poro
abierto (20 um) de tal forma que se ajustd exactamente sobre el molde para geles,
se situd encima del gel la membrana de nylon Hybond-N+ (GE Healthcare
Amersham, Buckinghamshire, UK) y después se colocaron 3 filtros gruesos
Whatman sobre la membrana. Finalmente se puso una pila de papel absorbente de
aproximadamente 5 cm y sobre éstos se colocd un objeto de aproximadamente 1 kg
de peso. Se rellend la bandeja con solucién SSC 20X y se llevd a cabo la

transferencia durante 4 h a temperatura ambiente.

5.7 Fijacion del ADN a la Membrana por Enlaces Covalentes.

Al finalizar la electroforesis se sacé la membrana de nylon con mucho
cuidado y se anotaron los datos en la esquina superior derecha, se dejo secar en
papel filtro por 15 min. Con la finalidad de unir el ADN a la membrana de nylon, por
medio de enlaces covalentes, se sometié la membrana a una exposicién en luz

ultravioleta utilizando el aparato Crossslinker (UVP, Upland, CA, USA).
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5.8 Preparacion de las Sondas por PCR.

Se prepararon reacciones de 50 pl utilizando 100 ng del templado de ADN

de la cepa HUJEG-1 (P. 0) y GoTaq Green Master Mix 2X (Promega, Madison, WI,

USA) (Buffer de Reacciéon pH 8.5, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP y 400

uM dTTP Y 3 mM MgCly), y el volumen se ajusta con agua milliQ estéril. Los tubos

fueron colocados en el termociclador (PTC-200 MJ Research) con el siguiente

programa:

Tabla 4. Programa de las reacciones de
PCR para los ensayos de Southern blot

1
2
3.
4.
5
6
7

96°C

92°C

Tm

72°C

Ir al paso 2
72°C

4°C

1 min
40 seg

1 min
Imin

29 veces
10 min
Fin

Tabla 5. Condiciones de las reacciones de PCR
en los ensayos de Southern blot

Gen Concentracidn de Tm
los iniciadores
Proteina hipotética 0.25 uM 57°C
Catalasa 0.25 uM 57°C
mce 1uM 47.5°C

Los fragmentos obtenidos se purificaron utilizando el kit de purificacion de

ADN Wizard Genomic A2180 (Promega, Madison, WI, USA).

5.9 Marcaje de la sonda.

Se prepard una solucion conteniendo 600 ng del amplicén en 20 ul de agua

milliQ. El tubo con la sonda se colocd en agua hirviendo por 5 min, se retird

inmediatamente y se pasd a un bafio de hielo por 5 min. Se centrifugd por 30 seg a

10, 000 xg y se agregd un volumen igual de reactivo de marcaje ECL RPN3005 (GE

Healthcare Amersham, Buckinghamshire, UK), se mezclé cuidadosamente y se
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afiadid la misma cantidad de glutaraldehido (GE Healthcare Amersham,
Buckinghamshire, UK). Se incubd a 37°C por 1 h quedando asi lista la sonda para el

experimento de hibridacidn.

5.10 Hibridacion y Deteccidn.

La membrana fue humedecida en solucién SSC 2X y se pasé a una malla de
polietileno para colocarse en el tubo de hibridacidn utilizando 80 ml de solucién SSC
2X para adherir la malla al tubo. Se retiraron los 80 ml de solucidén y se agregaron 10
ml de solucién de hibridacién precalentado a 42°C. Se pre-hibridé la membrana por
3 h a 42°C en un horno de hibridacidn con movimiento de rotacidn constante.
Después de este tiempo se retird la solucién de hibridacion y se agregd a éste la
sonda marcada, se devolvid la solucion de hibridacion al tubo con la membrana y se
dejo incubando toda la noche. Al siguiente dia se precalentd la solucién de lavado
primario 2X a 55°C y utilizando 50-80 ml, se procedié a hacer un lavado de 5 min,
posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 min con la solucién de lavado primario
a una concentracion de 0.5X. Se sacé la membrana con la malla y en un recipiente
de plastico se hicieron dos lavados a temperatura ambiente con la solucién de
lavado secundario por 5 min. Se retird el exceso de solucién de lavado secundario y
utilizando un recipiente limpio se agregaron sobre la membrana 10 ml de reactivo
de deteccion (Ver Anexos). El reactivo de deteccién fue dispersado por toda la
membrana rotando el recipiente por 1 min. La membrana fue retirada del
recipiente y se colocéd sobre un papel filtro Whatman para quitar el exceso de

reactivo de deteccidn, posteriormente se colocé la membrana entre 2 acetatos en
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el interior del cassette de deteccidon con el lado del ADN hacia arriba, se colocé un

film para autorradiografia sobre la membrana, se cerré el cassette durante 1 h y

media.

Posteriormente se sacé el film del cassette y fue colocado en reactivo de

revelado por 20 seg, se enjuagd el film con agua corriente y se colocd en el

recipiente del reactivo fijador por 5 min. Finalmente se sacé el film y se dejé secar a

temperatura ambiente.

5.11 Diseiio de los iniciadores para el ensayo de PCR tiempo real (QPCR).

Con el programa Oligo 6 (Primer Analysis Software Version 6.40) se

disefaron los iniciadores del gen Catalasa perteneciente a la delecion RDNb2 vy el

gen 16S utilizado como gen normalizador.

Tabla 6. Iniciadores disefiados para los ensayos de qPCR

Gen Secuencia de los iniciadores

5'-AATGTATTGCGGTCTG -3'
Catalasa 5'-GCCTGTTCTCCTATCTG -3'

16S 5'-CTCAGCGTCAGTTACTTC-3'
5'-TTGTAGGCGGTTTGTC -3

5.12 Extraccion de ARN total.

Localizacion

4979859-4979990

1448806-1448987
2272511-2272692
3902769-3902950

A partir de un cultivo de 72 h de N. brasiliensis HUJEG-1 de P. 0 y los

subcultivos 40, 80, 100, 130, 190 y 200 en caldo Infusién Cerebro Corazén a 37°Cy

110 rpm, se realizé la extraccidn de ARN por el método de Trizol.
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Los cultivos se lavaron 3 veces con solucidn salina estéril al 0.9% y se
maceraron durante 15 seg en hielo, se tomaron alicuotas de 200 pl y se les adiciond
1 ml de Trizol (Ambion, Invitrogen, EUA) a 4°C. Posteriormente las muestras se
incubaron durante 5 min a temperatura ambiente para permitir la disociacion
completa de los complejos de nucleoproteinas, y después se afiadieron 200 pl de
cloroformo frio a cada muestra y se mezclé por inversién durante 15 seg. Los tubos
se incubaron en hielo por 3 min y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min a
4°C para luego recuperar la fase acuosa y adicionarle 500 pul de isopropanol frio, se
volvieron a incubar una hora a 80°C y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min
a 4°C, después se retir6 el sobrenadante de las muestras, se removié el
sobrenadante, se lavaron las pastillas con 1 ml de etanol frio, se mezclé con vértex y
se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min a 4°C. Posteriormente se retird el
etanol con una puntilla sin tocar la pastilla y se aplicdé un pequefio spin a
temperatura ambiente para poder eliminar los restos de etanol en el tubo con
ayuda de una puntilla de 10 pl. Finalmente la pastilla se resuspendié en 20 ul de
agua libre de ARNasas mas un 1 pl de RNAout (40 U/ul) (Invitrogen, EUA) y se midié
la concentracion en un equipo Nanodrop 2000 (Spectrophotometer Thermo

Scientific).

5.13 Retrotranscripcion.

Después de la extraccién de ARN total se procedid a eliminar el ADN
gendmico remanente, para ello en tubos de micro-centrifuga de 1 ml libres de
ARNasas se adicionaron 8 ul de agua libre de nucleasas y 1 pl de buffer de reaccién
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10X y 1 ul de ADNasa | (Amplification Grade, Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA), se
mezclaron e incubaron 15 min a temperatura ambiente, se adicion6 1 pl de la
solucién de stop y se calentaron a 70°C durante 10 min y finalmente se incubaron

en hielo.

Para las reacciones de retrotranscripcién se utilizé el siguiente protocolo: se
agregd 1 ul de iniciadores al azar (3 ug/ul) (Invitrogen, EUA), 1 ug de ARN total en
un volumen de 7 ul, 1 ul de dNTPs (10mM c/u) y agua libre de nucleasas para
completar un volumen de 12 pl, se mezclaron y calentaron a 65°C durante 5 miny

se incubaron en hielo.

Luego se procedid a dar un spin en la micro-centrifuga y se afiadieron 4 pl de
"Buffer First-Strand" 5X, 2 ul de DTT 0.1M y 1 ul de RNase out, se mezclaron y se
incubaron a 25°C por 2 minutos y se afiadio 1 pl (200 unidades) de la enzima
Superscript Il RT (Invitrogen, EUA) y se incubd a 25°C por 10 min. Se incubd a 42°C
durante 50 min, posteriormente se inactivé a 70°C por 15 min, las muestras se

conservaron a -20°C hasta su uso.

5.14 qPCR.

Las muestras de ADNc de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0 y los subcultivos 40,
80, 100, 130, 190 y 200 fueron utilizados para analizar la expresion del gen
031_021945 (catalasa) perteneciente a RDNb2 y se empleé como normalizador un
fragmento del gen 16S. Se realizé la deteccion con Fast SYBR® Green Master

(Applied Biosystems, CA, EUA), se prepararon reacciones de 10 pl. Los ADNc fueron
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ajustados a una concentracién de 40 ng/ul para el gen catalasa y a 20 ng/ul para el
normalizador, se emplearon los iniciadores disefiados a una concentracion final de
0.25 uM, y finalmente se ajustd con agua libre de nucleasas. Los experimentos se
realizaron tres veces por triplicado. Se utilizé el equipo 7500 Fast Real-Time PCR
System Applied Biosystem, CA, EUA. Los datos obtenidos fueron analizados con el

método 272 (Livak et al., 2001).

Tabla 7. Programas para las reacciones de qPCR

Catalasa 16S
1. 50°C20seg 1. 50°C 20 seg
2. 95°C 10 min 2. 95°C 10 min
3. 95°C 15seg 3. 95°C 15seg
4. 50°C45 seg 4, 50°C 1 min
5. 60°C 1 min 5. 95°C 15 seg
6. Iral paso 3 (39 veces) 6. Iral paso 4 (39 veces)
7. 95°C30seg 7. 95°C30seg
8. 50°C 15 seg 8. 50°C 15 seg
9. 60°C 15 seg 9. Fin
10. Fin
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CAPITULO VI

RESULTADOS

6.1 Deteccidon de cambios en la secuencia nucleotidica de P. 200 en relacién a P.0.

Con el fin de detectar los cambios genéticos en P. 200, a la cepa de N.
brasiliensis subcultivada 200 veces en Caldo Infusién Cerebro Corazén, se le realizd
extraccion de ADN, el cual fue sometido a secuenciacion en masa usando la
plataforma Roche/454 GS (FLX Titanium) libreria de 8-kb. Las lecturas de Roche/454
GS fueron ensambladas usando el software Newbler 2.5.3 (Roche Diagnostics,
Branford, CT). Los contigs obtenidos fueron comparados contra la secuencia de N.
brasiliensis HUJEG-1 P. 0 ya publicada en el GenBank (Numero de acceso:
NC_018681.1) y la presencia de cambios genéticos fue analizada mediante el
programa Sequencher 5.0 (Gene Codes, MI) y la herramienta BLAST de la base de

datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

La comparacién entre la secuencia de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0 vs P. 200
dio como resultado 3 deleciones y la presencia de 119 SNP's presentes en la cepa
subcultivada 200 veces. Las 3 deleciones fueron nombradas RDNb1, RDNb2 vy
RDNb3. La delecién RDNb1 consta de 59, 711-pb e incluye 61 genes y corresponde a
la secuencia del contig 25 de la secuencia de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0. Este contig
no se ubica dentro del ensamblaje del genoma de N. brasiliensis, por lo cual se

considera ADN extra cromosdmico. RDNb2 comprende una pérdida de 216, 371-pb
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en donde se encuentran 172 genes y su secuencia corresponde a la region del
nucledtido 4;795,938 al 5;012,299-pb en el genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 ATCC
700358 (Numero de acceso: NC_018681.1). RDNb3 corresponde a una region de 31,
711-pb que comprende 32 genes y su secuencia abarca del nucleétido 1;501,900 al
1;533,611-pb del genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 (NUumero de acceso:
NC_018681.1). Como efecto del subcultivo realizado 200 veces en la cepa de N.
brasiliensis HUJEG-1 P. 0 se produjo una pérdida en total de 307, 793-pb derivadas
de las 3 deleciones mencionadas anteriormente, donde se incluyen 265 genes y

representa una pérdida del 3.24% del genoma de N. brasiliensis P. 0.

Los genes que se situan en las deleciones encontradas fueron clasificados de
acuerdo al Clusters of Orthologous Groups of proteins (COGs) el cual se proporciona
en la descripcion del gen de interés en la base de datos del NCBI. La herramienta
COGs también perteneciente al NCBI cataloga segun la funcién, encontrandose las
siguientes categorias principales: informacién de almacenamiento y procesamiento,
procesos celulares, metabolismo y pobremente caracterizadas, las cuales a su vez

también poseen subdivisiones.

Basandose en la clasificacién aplicada con la herramienta COGs y con la
ayuda del programa Serial Cloner 2.5 (Serial Basics) se construyeron mapas para
representar las deleciones RDNb1l, RDNb2 y RDNb3, asi como los genes que
contienen en ellas, asignando un color segun la funcién basada en la clasificacion

previamente mencionada.
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Mapa RDNb1
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Fig. 2 Mapa de la RDNb1. La cual comprende una pérdida de 59, 711-pb e incluye 61 genes, se indica con flechas rojas el inicio y fin
de la delecion.
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Tabla 8. Lista de genes pertenecientes al area perdida RDNb1

Informacién de almacenamiento y
procesamiento

Transcripcién

031_41140 TrwC relaxasa

031_41365 Nucleasa

Recombinacidn, replicacion y

reparacion
031_41235 Proteina de replicacion
031_41290 Proteina de unidn al DNA
031_41310 Proteina de unidn al DNA

de una sola cadena

Procesos celulares

Division celular y division
cromosomica

031_41220 ATPasa de particiéon de

cromosoma
Modificacidn post traduccional,
chaperonas

031_41400 Proteina NrdH tipo

glutaredoxina

- Transporte de iones inorganicos y

metabolismo

031_41250 Proteina hipotética

Metabolismo

Transporte de carbohidratos y
metabolismo

031_41265 Fosfoglicerato mutasa

- Oxidorreductasas

031_41195 Proteina que contiene
motivos de union a ATP

y GTP

- Biogénesis celular, membrana
externa

031_41230 Peptidasa/

Transglicosilasa

- Motilidad celular y secrecidn

031_41190 Complejo proteico que
interviene en el proceso

de conjugacion
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031_41115
031_41120
031_41125
031_41130
031_41135
031_41145
031_41150
031_41155
031_41160
031_41165
031_41170
031_41175
031_41180
031_41185
031_41200
031_41205
031_41210
031_41215
031_41225
031_41240
031_41245
031_41255
031_41260

031_41270

Hipotéticas

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética

031_41300
031_41305
031_41315
031_41320
031_41325
031_41330
031_41335
031_4134
031_41345
031_41350
031_41355
031_41360
031_41370
031_41375
031_41380
031_41385
031_41390
031_41395
031_41400
031_41410
031_41415
031_41285
031_41295
031_41275

031_41280

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética
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RDNb2

La delecion RDNb2 que comprende una pérdida de 216, 371-pb, se ubica en la

posicién 4;795,938 - 5;012,299 del genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0. La RDNb2 se

sitia en una regidén no conservada del genoma del género Nocardia, lo cual es posible

apreciar con una comparacion entre los genomas de N. cyriacigeorgica GUH-2 (NUmero de

acceso: NC _016887.1) y N. brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358; Numero de acceso:

NC_018681.1) con la herramienta SynMap de la base de datos Accelerating Comparative

Genomics (COGE http://www.genomevolution.org), donde puede apreciarse la falta de

sintenia de la region donde ocurrié la delecidn entre la secuencia genética de ambas cepas

de Nocardia.

Length: 9,436,348 bp

4,795,938 pb
5,012,299 pb U

Fig. 3 Ubicacion de la delecién RDNb2 en el
genoma de N. brasiliensis HUJEG-1.

Chr 1 4,987,060 - 4,988,448
Name: O3]_021975, YP_006809324 1

Chr genome 3.255.635 - 3.257.272
Mame: NOCYR_2926, CCF63695.1

@ |
& * + e

T GenGeme (B 194.645,66]

*-axis Nocardia brasiliensis ATCC 700258 strain HUJEG-1 (v1): 1 (2,428,248 bp)

Fig. 4 Comparacién de los genomas de N.
cyriacigeorgica GUH-2 y N. brasiliensis HUJEG-1 y
su relacién con RDNb2.

Se indica con una flecha la falta de sintenia en la
regidn donde se encuentra la delecién RDNb2.
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Mapa RDNb2
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Fig. 5 Mapa de la RDNb2. La cual comprende 216,371-pb donde se encuentran 172 genes, se indica con flechas rojas el inicio y fin
de la delecion.
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Tabla 9. Lista de genes pertenecientes al area perdida RDNb2

Informacion de almacenamiento y procesamiento

Transcripcion

031_022085 Proteina regulatoria MarR 031_021835 Regulador
transcripcional
031_022065 Regulador transcripcional 031_021800 Regulador
familia AraC transcripcional familia
LysR
031_022050 ARN Polimerasa factor 031_021730 Regulador
sigma 70 transcripcional familia
TetR
031 022035 Regulador transcripcional 031 021635 Proteina reguladora de
familia ArsR unién al ADN
031 022015 Regulador transcripcional 031 021520 Regulador
familia LysR transcripcional putativo
TetR
031_022000 Proteina de unién al ADN 031 021505 Proteina que contiene el
dominio hélice-giro-
hélice
031_021905 Regulador transcripcional 031_021495 Regulador
familia parecido a PadR transcripcional GIxA
parecido a HTH
031_021875 Proteina hipotética 031_021290 Regulador
transcripcional familia
MarR
031_021865 Factor sigma

Traducciodn, estructura ribosomal y biogénesis

031_022100 Proteina hipotética 031_021625 Factor de inicio de la
traduccidn, proteina de
la familia alF-2BI

031_021925 Metiltransferasa

Replicacién de ADN, recombinacién y reparacion
031_021955 ADN ligasa 031_021500 Exonucleasa SbcC
031 021255 Transportador ABC
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Procesos celulares

Modificacién post-traduccional, regulacion de proteinas, chaperonas
031_021475 Regulador transcripcional 031_021665 Proteina OsmC

familia LuxR
- Pared celular/ membrana / biogénesis de la envoltura celular
031_022080 Proteina hipotética 031_021840 Proteina de superficie

celular

- Biogénesis de la envoltura celular/ - Motilidad celular y secrecidn
membrana externa
031_022070 Hidrolasa 031_022040 Proteina de motilidad
ybiA

031 021440 Proteina de unién a
penicilina

031_021325 Transportador permeasa

- Metabolismo y transporte de iones inorganicos
031_022025 Transportador permeasa 031021945 Catalasa
ABC

031_022020 Cobalto ABC transportador 031_021600 Intercambio de sodio e
ATPasa hidrégeno

Mecanismos de transduccién de sefiales

031_021975 Proteina serina/treonina 031_021705 Regulador
cinasa transcripcional familia
SARP
031_021715 Regulador transcripcional 031_021650 Proteina de estrés
familia SARP universal UspA

031 021455 Sensor integral de
membrana de
transduccion de sefial de
histidina cinasa
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031_021910
031_021735

031_021585

031_021560

031_021805

031_022075
031_021935
031_021900
031_021630
031_021565

031_021540

031_021535

031_021425

Metabolismo

Produccion de energia y conversion

Ferredoxina

Proteina que contiene
dominios oxidasa unidos a
FAD

Proteinas que contienen
dominios unidos a 4Fe-4S
ferredoxina hierro-azufre

Luciferasa

031_021405

031_021380

031_021295

031_021245

Aldehido
deshidrogenasa

Alcohol deshidrogenasa

Proteina que contiene
dominios
oxidorreductasa
dependientes de NADP
Aldehido
deshidrogenasa

Metabolismo y transporte de carbohidratos

Glicosidasa

031_021395

Fosfoenolpiruvato
fosfomutasa

Metabolismo y transporte de aminoacidos

Proteina hipotética

Oxidorreductasa

Timet oligopeptidasa

Serina
hidroximetiltransferasa

Piridoxal-5'-fosfato
dependiente de la
subunidad beta
Glutamato-cisteina ligasa
GCS2

Peptidasa M14
carboxipeptidasa

Aminotransferasa clase Ill

031_021895

031_021885

031_021850

031_021370

031_021320

031_021315

03I1_021310

031_021250

Glioxalasa/ proteina de
resistenica a
bleomicina/dioxigenasa
5,10-
metilentetrahidrofolato
reductasa

Cisteina sintasa

Succinil-
diaminopimelato
desuccinilasa

Permeasa transportador
ABC

Transportador ABC de
unién a ATP
Transportador

Amidotransferasa
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031_021390

031_021385

Peptidasas

031_021675

031_021755

031_021620

031_022030

03I1_021610

031_021960

031_021595

031_021575

031_021950

031_021765
031_021760

031_021745

D-3-fosfoglicerato
deshidrogenasa
Sensor histidina cinasa

Peptidasa M15A

Metabolismo y transporte de nucleétidos

3-carboxi-cis,cis-muconato

cicloisomerasa
Adenina
fosforribosiltransferasa

031_021225

031_021670

031_021615

Metabolismo de coenzimas

Proteina de biosintesis de

cobalamina CbiM

S-adenosil-L-homocisteina

hidrolasa

Metabolismo y transporte de lipidos

Propionil-CoA carboxilasa
cadena beta (PCCase)

Aciltransferasa

Acil-CoA reductasa

031_021590

031_021445

031_021785

031_021780

031_021260

Gamma-
glutamiltransferasa

Peptidasa M15A

Metiltioadenosina
fosforilasa

Proteina de
bioluminiscencia LuxE
Pantoato-beta-alanina
ligasa

CoA transferasa
subunidad A

CoA transferasa
subunidad B

Super familia de
proteinas de acidos
grasos de cadena corta
MEFS

Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo

Citocromo P450
monooxigenasa

Protocatechuate 3,4-
dioxigenasa, subunidad
beta

Protocatechuate 3,4-
dioxigenasa, subunidad
alfa
4-carboximuconolactona
descarboxilasa

031_021415

031_021365

031_021345

031_021340

Policétido sintasa
Péptido sintetasa no
ribosomal

Proteina de unién a
nucledtidos ciclicos

Péptido sintetasa no
ribosomal
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031_021605

031_021525

031_021435

031_022055

031_022005

Enzima involucrada en 031_021305 Dioxigenasa
fluoracion

Proteina hipotética 031_021235 Citocromo P-450

Proteina transportadora
tipo ABC

Involucradas en mas de 1 funcidn

Produccidn de energia y conversion/ Prediccion de funcién general

NADPH: quinona 031_021725 Oxidorreductasa
reductasay

oxidorreductasa

dependiente de Zn

Metabolismo de coenzimas/ Produccién de energia y conversion

Monooxigenasa de unién a 031_021790  4-hidroxibenzoato 3-
FAD monooxigenasa

- Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo/ Prediccion
de funcién general

031_021985

031_021550

031_021410

031_021645

031_022045

031_021855

031_021640

031_021795

Metiltransferasa tipo 11 031 021375 Metiltransferasa , familia
UbiE/COQ5

Deshidrogenasa de cadena 031_021230 Metiltransferasa
corta

Deshidrogenasa de cadena
corta/ reductasa SDR

Mecanismos de transduccién de sefiales/ transcripcion

Sistema de dos 031_021450 Regulador
componentes reguladores transcripcional familia
de respuesta LuxR
Cupina - Transporte y metabolismo de
carbohidratos/ Prediccion de funcion
general
Transportador putativo Transporte y metabolismo de
MFS carbohidratos, aminoacidos y iones
inorganicos
Proteina hipotética Transporte y metabolismo de

carbohidratos, aminoacidos/ Prediccion de
funcién general
Transportador Transporte y metabolismo de
transmembrana carbohidratos, aminoacidos y iones
inorgéanicos/ Prediccidn de funcién general
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031_021420

031_021360

031_021915

031_021825

031_021810

031_021750

031_021740
031_021720

031_021545

031_021830

031_021570

031_021860

031_022095
031_022090
031_022060
031_022010

031_021995

Sintetasa y ligasa
dependiente de AMP

Metabolismo de lipidos/
Biosintesis de metabolitos secundarios,

transporte y catabolismo

Proteina hipotética

Biogénesis de la envoltura
celular, membrana externa/

metabolismo y transporte de

carbohidratos

Pobremente caracterizadas

Prediccidn de funcidén general

Proteina hipotética 031_021490
Proteina hipotética 031_021470
Hidrolasa 031_021430
3-oxoadipato enol-lactonasa 031_021400
Proteina hipotética 031_021350
Alfa/beta hidrolasa 031_021300
Proteina hipotética 031_021240

Oxidorreductasas
DsbA oxidorreductasa 031_021555

Opina deshidrogenasa

Transportador general
Proteina de unidon a aminoacidos

Hipotéticas

Proteina hipotética 031_021870
Proteina hipotética 031_021845
Proteina hipotética 03l1_021710
Proteina hipotética 031_021700
Proteina hipotética 031_021695

Dominio Thil/Pfpl

Proteina hipotética
Transportador tipo ABC-
2

Fosfonopiruvato
descarboxilasa
Regulador
transcripcional familia
SARP

Proteina de infeccion

abortiva

Alcohol deshidrogenasa
dominio GroES

Monooxigenasa de
unién a FAD

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética
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031_021990
031_021980
031_021970
031_021965
031_021940
031_021930
031_021920
031_021890
031_021510
031_021485
031_021480
031_021460
031_021465
031_021460
031_021355

031_021335

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética

031_021690
031_021685
031_021680
031_021660
031_021655
031_021580
031_021530
031_021515
031_021265
031_021465
031_021330
031_021285
031_021280
031_021275

031_021270

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética
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RDNb3

La delecion RDNb3 que comprende una pérdida de 31,711-pb, se ubica en la

posicién 1;501,900 - 1;533,611-pb del genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 P.0. A diferencia

de RDNb2, la RDNb3 se sitla en una regidn conservada del genoma del género Nocardia, lo

cual es posible observar con la comparacién entre los genomas de N. cyriacigeorgica GUH-2

(NC_016887.1) y N. brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358; NC_018681.1) con la herramienta

SynMap de la base de datos Accelerating Comparative Genomics (COGE), donde puede

distinguirse la sintenia de la regién donde ocurrié la delecién entre las secuencias genéticas

de ambas cepas de Nocardia.

Length: 9,436,348 bp
. 1,501,900 pb

/5 { W Ly ;'\\\\ >
*'/{/«,.,w.ﬁ%‘\ L 1,533, 611 pb
ix e \\" 5 ,533,611p
ok }
\‘ }\\& \;‘(‘ | ‘/,
D, A, M,ﬂf y/ ;

ﬂ"&\
b ot
A b

o™

Nocardia brasiliensis HUJEG-1

Fig. 6 Ubicacién de la RDNb3 en el genoma de
N. brasiliensis HUJEG-1.

Chr 1 509,843 - 512,248

Name: O31_002215, YP_006805380.1
Chr genome 451,843 - 454 227 I genome (8:194.845 bp]
Mame: NOCYR_0407, CCF61226.1, fisH -

Rl
$ i
& {

x-3xis Nocardis brasiliensis ATCC 700258 strain HUJEG-1 {1} 1 [9,428,248 bp) Link to image

Fig. 7 Comparacién de los genomas de N.
cyriacigeorgica GUH-2 y N. brasiliensis HUJEG-1 y
su relacién con RDNb3.

Se indica con una flecha la sintenia entre los genes

en la region donde se encuentra la delecidon
RDNb3.
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Mapa RDNb3
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Fig. 8 Mapa de la RDNb3. La cual comprende 31,711-pb donde se encuentran 32 genes, se indica con flechas rojas el inicio y fin de la delecién.
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Tabla 10. Lista de genes pertenecientes al area perdida RDNb3

031_006550
031_006570

031_006575

031_006600

031_006610

Mecanismos de transduccion de

sefiales

031_006695

031_006665

031_006615

Informacion de almacenamiento y procesamiento

Transcripcion

Regulador transcripcional ~ 031_006595 Factor sigma-70 familia
RNA polimerasa

Regulador transcripcional  031_006605 Regulador
familia LysR transcripcional

Regulador transcripcional
familia XRE

Procesos celulares

Transporte de iones inorgdnicos y metabolismo

Transportador C4- 031_006620 Intercambio Na-Ca
dicarboxilato / Proteina /integrina-beta 4
de transporte acido

malico

Proteina hipotética 031_006630 Transportador

Mecanismos de transduccidn
de sefiales/ Transcripcion

Transduccién de sefialde  031_006700 Regulacion
histidina quinasa transcripcional familia
LuxR

Metabolismo

Proteina de la familia
Mce

Produccion de energia vy
conversion

Proteina que contiene el - Transporte de aminodacidos y

dominio metabolismo

transglutaminasa
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031_006555

031_006690

031_006545

031_006560

031_006590

031_006625

031_006645
031_006650

031_006655

Monooxigenasa

Deshidrogenasa de
cadena corta /
reductasa SDR

Transportador

- Metabolismo de coenzimas /

Produccidn de energia y conversion

metabolitos secundarios,

Biosintesis de
transporte y
catabolismo/ Prediccion de funcidon

general

Transporte y metabolismo de
carbohidratos,
inorganicos/

aminoacidos y iones

Prediccion de funcidn

general

Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo

Transporte de proteinas
NatA de unién a ATP

031_006685 Aminoglucésido O-

fosfotransferasa

Pobremente caracterizadas

Prediccidn de funcidn general

Haloalcano
deshalogenasa

Piridoxamina 5'-fosfato
oxidasa relacionada con
la proteina de unidn a
FMN

Proteina de la familia
Mce

Proteina de la familia
Mce

Proteina de la familia
Mce

031_006635 Proteina de la
familia YrbE
031_006640 Proteina de la
familia YrbE
031_006660 Proteina de la
familia Mce
031_006670 Proteina de la

familia Mce
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- Hipotéticas

031_006580 Proteina hipotética 031_006675 Proteina hipotética

031_006585 Proteina hipotética 031_006680 Proteina hipotética

También al hacer una comparacién entre las secuencias de N. brasiliensis
HUJEG-1 P.0 y P.200 se encontraron 119 SNP's, de los cuales solo 27 posiblemente

afectan genes.

De los 27 SNP's mencionados anteriormente, 13 de ellos se ubican en genes
que codifican para proteinas hipotéticas, 4 a genes que participan en procesos de
transcripcion, 9 a genes de metabolismo de lipidos y aminoacidos y 1 a una

proteasa.

A continuacién se muestran los 27 SNP's y el gen sobre el que se ubican:
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Tabla 11. Lista de polimorfismos de nucleétido tnico (Single Nucleotide Polymorphism, SNP's) en la secuencia de

N. brasiliensis P. 200 con respecto a P.0

Posicion  Posicién Nucleétido  Nucleétido Aminodcido Aminoacido Nombre
Ubicacién  de inicio de fin de variante de variante:
referencia referencia
contigd0007 4822119 4822119 C G P P Proteina hipotética
031_21875
contigd0007 4822107 4822108 AT - D CML Proteina hipotética
031_21875
contigd0007 4822113 4822116 TTT CTG K Q Proteina hipotética
031_21875
contigd0007 4822106 4822106 T GGC K CML Proteina hipotética
031_21875
contig00021 8842382 8842382 G A *2 *2 Proteina hipotética
031_39728
contig00021 8842383 8842383 C T *2 *2 Proteina hipotética
031_39728
contig00021 8842377 8842377 C T R H Proteina hipotética
031_39728
contig00014 7586681 7586681 C G \ \Y Oxidorreductasa
dependiente de FAD
contig00001 580016 580016 T G M L Regulador transcripcional
de la familia PaaX
contig00001 717678 717678 G T I I Regulador transcripcional
de la familia GntR
contigd0003 2198451 2198451 C T w Alto Proteina hipotética
031_10119
contigd0003 1937033 1937033 T C S G Proteina hipotética
031_08919
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contigd0004 3058134 3058134 G A M I Proteina hipotética
031_14189
contig00004 3395656 3395656 C A \ F O-demetilpuromicina O-
metiltransferasa
contig00006 4259234 4259234 G A A \Y Proteasa
contigd0006 4367152 4367152 G - Q CML Proteina hipotética
031_19830
contig00006 4411179 4411179 G A R H Proteina hipotética
031_20030
contig00006 4231530 4231530 T C M \ DNA topoisomerasa | sub
unidad omega
contig00007 5156660 5156660 G C G G C-5 esterol desaturasa
contigd0008 5496287 5496287 G T E Alto Regulador transcripcional
contig00009 5693017 5693017 G A A Y Homoserin cinasa
contigdO009 5881261 5881261 A T E D D-alanil-D-alanina
carboxipeptidasa
contig00009 5907776 5907776 C T R W Homoserin O-
acetiltransferasa
contig00011 6854030 6854030 G A A A Péptido sintetasa no
ribosomal
contig00014 7793843 7793843 G A S F Dominio
Acil-CoA deshidrogenasa
contigd0017 8338850 8338850 C T P L Proteina hipotética
031_37421
contigd0019 8644621 8644621 C T D N Alfa-cetoglutarato

descarboxilasa

*2 = Las 2 mutaciones (G8842382A y C8842383T) generan un cambio de R a H en los aminoacidos.
CML = Cambio en el marco de lectura.
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6.2 Desarrollo de un método para amplificar por PCR los genes ausentes en P. 200
y presentes en P. 0.

A partir de la identificacién de las deleciones que ocurrieron en N.
brasiliensis HUJEG-1 P. 200, asi como su ubicacion en el genoma de P. Oy los genes
gue comprenden, se procedid a disefiar pares de iniciadores de algunos genes, la
seleccion se basé en su funcidn metabdlica y su ubicacion en la delecién, cubriendo
asi diferentes puntos de la misma con la intencién de posteriormente analizar en
que tiempo del subcultivo sucedieron las pérdidas gendmicas y si se llevaron a cabo

de manera uniforme.

A continuacion se muestran esquemas de los genes seleccionados para su

posterior amplificacion.

Proteina hipotética Proteina hipotética

RDNb1 031_41150 :> - 031_41375

—

= -

Fig. 9 Genes seleccionados de la RDNb1 para su amplificacion por PCR. Se disefiaron
iniciadores en los genes 031_41150 y 031_41375 pertenecientes a la RDNb1, los cuales
codifican para proteinas hipotéticas.
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031_021250 031_021260 031_021295 031_021610 031_021780 031_021900 031_021945 031_021960

Fig. 10 Genes seleccionados de la RDNb2 para su amplificacion por PCR. Se disefiaron
iniciadores para ocho genes ubicados en la RDNb2, cubriendo asi diferentes puntos
de la delecion.

Transportador yrbE mce
031_006630 031_006635 031_006645

RDNb3 é |=> |_>
e ——————————————

&= & e

Fig. 11 Genes seleccionados de la RDNb3 para su amplificacion por PCR. Los iniciadores

se disefiaron en tres genes ubicados en RDNb3: 031 006630 con funciéon de

transportador, 031_006635 y 031_006645 que codifican para yrbE y mce, los cuales son

miembros de un operén que se encuentra asociado a virulencia en otros

microorganismos.
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6.3 Determinacion de RDNb1, RDNb2 y RDNb3 en los subcultivos (P.0, P.40, P.80,
P.100, P.130 y P.200) de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 por medio de la técnica de
PCR.

Para analizar cuando ocurrieron las deleciones encontradas, se empled la
técnica de PCR punto final. A partir de los iniciadores disefiados, junto con N.
brasiliensis HUJEG-1 P. 0 y los subcultivos 0, 40, 80, 100, 130, 180, 190 y 200 se
amplificaron los genes seleccionados, empleandose un control positivo que

corresponde a un fragmento de 246-pb del gen 16S y como un control adicional el

subcultivo 250 de N. brasiliensis HUJEG-1.

En el caso de RDNb1, los 2 genes seleccionados que codifican para proteinas

hipotéticas amplificaron hasta el subcultivo nimero 40, y no se observd su

presencia en los subcultivos posteriores.

so9888828%8  +#& 2ce8 888 8E . . F
B
1000
500
400
300
542-pb Proteina hipotética 494-pb Proteina hipotética
031_41375 031_41150

Fig. 12 (A -B) Anadlisis por PCR de los genes seleccionados de la RDNb1. Los carriles corresponden
a los subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1,se muestra la amplificacion de dos genes que
codifican para proteinas hipotéticas hasta el subcultivo 40. Carril M: marcador de 100-pb. Carril

+: control positivo 16S de 234-pb.
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Por su parte, de los 8 genes seleccionados de la RDNb2, los genes que
codifican para un transportador de acidos grasos de cadena corta (031 _021260) y
propionil-coA (031_021960) se detectaron hasta el subcultivo 180, mientras que el
resto de los 6 genes analizados amplificaron al subcultivo 190, lo cual puede

apreciarse en las siguientes figuras.

RDNb2

1000
1000

600
500 500
400
300

400

300
200

590 -pb i 5
E Amidotransferasa 344 -pb Transportador de acidos
031_021250 grasos de cadena corta
031_021260
C
D o 2 2 8 8 8 =}
AL EE EEE EEE:

100
1000

500 500
400
400
300

300
200

200

371-pb  Oxidoreductasa dependiente 471-pb
del NADP  031_021295

Adenosilhomocisteinasa
031_021610
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1000

443-pb Neurolisina 347-pb Co-A Transferasa B

031_021900 031_021780

1000

500
400

300

486 -pb Catalasa 388-pb Propionil-CoA
031_021945 031_021960

Fig. 13 (A-H) Andlisis por PCR de los genes seleccionados de la RDNb2. Los carriles
corresponden a los subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1,se muestra la amplificacion de ocho
genes situados en RDNb2 hasta los subcultivos 180 y 190. Carril M: marcador de 100-pb. Carril

+: control positivo 16S de 234-pb.
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RDNb3

Finalmente en la RDNb3, los 3 genes estudiados se visualizd la presencia de su

amplificacién hasta el subcultivo 40.

1000

500
400
300

200

B
s o988 8888 -+ 8 o9 888888 - f
1000
500
400
300
200
364 -pb Transportador 385-pb yrbE 031_006635
031_006630
C s o2 8 8 % 8 8 8 2
e = 2 - - — 5 * o~

560- pb mce 031_006645

Fig. 14 (A-C) Andlisis por PCR de los genes seleccionados de la RDNb3. Los carriles
corresponden a los subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1, se muestra la amplificacion
de tres genes situados en RDNb3 hasta el subcultivo 40. Carril M: marcador de 100-pb.

Carril +: control positivo 16S de 234-pb.
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Amplificacion de genes pertenecientes a las deleciones
RDNb1, RDNb2 y RDNb3 detectadas por PCR punto final.

RDNb3

RDNb1

roNb2 N o

0 50 100 150 200

Subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1

Fig. 15 Esquema de los resultados de PCR para las deleciones RDNb1, RDNb2 y RDNb3.
Los resultados de las amplificaciones sugieren que la eliminacidn de los fragmentos
RDNb1 y RDNb3 ocurrieron en subcultivos tempranos, mientras que la delecién de
RDNb2 ocurrié entre los subcultivos 190 y 200.
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6.4 Evaluacion por Southern blot de la presencia de los genes en los subcultivos
previos de Nocardia brasiliensis HUJEG-1.

Por medio de la técnica de Southern blot detectamos la presencia de un gen
para cada una de las 3 deleciones mencionadas anteriormente en los subcultivos de
N. brasiliensis HUJEG-1, con la finalidad de correlacionar estos resultados con los

obtenidos por la técnica de PCR punto final.

Los resultados obtenidos de Southern blot nos indican que la pérdida de la
RDNb1 ocurrié entre los subcultivos 75 y 80, como puede apreciarse en la siguiente
figura donde se utilizé una sonda de 542-pb del gen O3l _41375 que codifica para
una proteina hipotética, la cual hibridé hasta el subcultivo 75, también puede
apreciarse el control positivo en todos los subcultivos que corresponde a un
fragmento de 246-pb del gen 16S, el cual tiene 3 copias en el genoma de N.

brasiliensis HUJEG-1.

RDNb1
© 0 0o w o w o o 8 8 B 8 8 & 8 . 3
pb S o R I3 B YRR a8 o a2 X 2R b= ~N

6108
5090

4072 o

3054

i!?"'.!tnwlahnoag ®a .
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1636 = . A L 4 . .
np— P G e |
1018 __ o . .
037 e ” D -
306 —

Fig. 16 Analisis por Southern blot de muestras de ADN de subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1 para
demostrar la presencia del gen 031_41375 (proteina hipotética) perteneciente a RDNb1. Los carriles
corresponden a los subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1, se aprecia la presencia del gen 031_41375
hasta el subcultivo 75. Carril M: marcador de 1-kb. Control positivo: 16S. 57



Para la RDNb2 podemos apreciar por la técnica de Southern blot que la delecién
ocurrié posterior al subcultivo 155, lo cual puede observarse con la hibridacion de
una sonda de 486-pb del gen catalasa (031_021945) al ADN gendémico de N.

brasiliensis HUJEG-1, asi mismo se observa el control positivo 16S.

250

16S

® ¢ 6ocomp
. o

Fig. 17 Analisis por Southern blot de muestras de ADN de subcultivos de N.
brasiliensis HUJEG-1 para demostrar la presencia del gen 031 021945 (catalasa)
perteneciente a RDNb2. Los carriles corresponden a los subcultivos de N.
brasiliensis HUJEG-1, se aprecia la presencia del gen 031_021945 hasta el
subcultivo 155. Carril M: marcador de 1-kb. Control positivo: 16S.
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Para el caso de la RDNb3 se empled una sonda del gen mce (031_006645) de

560-pb que mostrd hibridacidon con el ADN gendmico de N. brasiliensis HUJEG-1

hasta el subcultivo 65.

RDNb3

250

pb

8144
T126
6108

5974

5090 ==

4072 =

16S

3054 mm ” 2"
2R | §é

2036

1636 ==

Fig. 18 Analisis por Southern blot de muestras de ADN de subcultivos de N.
brasiliensis HUJEG-1 para demostrar la presencia del gen 031_006645 (mce)
perteneciente a RDNb3. Los carriles corresponden a los subcultivos de N. brasiliensis
HUJEG-1, se aprecia la presencia del gen 031_006645 hasta el subcultivo 65. Carril M:
marcador de 1-kb. Control positivo: 16S.

Presencia de genes en los subcultivos de N. brasiliensis HUIEG-1 P200

RDNb2
190
65 -
RDNb3 Southern
40 blot
B pcr
RDNb1 l 75
40
s} 50 100 150 200

Subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1

Fig. 19 Esquema de los resultados obtenidos por PCR y Southern blot
para las deleciones RDNb1, RDNb2 y RDNb3.
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6.5 Evaluacion de la expresion de los genes de interés por PCR tiempo real.

Respecto a la expresion génica, seleccionamos el gen catalasa (031_021945)
que ha sido reportado como mecanismo de virulencia en el género Nocardia y que
se encuentra en RDNb2, por la técnica de tiempo real se encontré que la expresion
de dicho gen es estable entre N. brasiliensis HUJEG-1 P.0, P.40 y P.80, y que su
expresion tiende a disminuir en subcultivos posteriores al P.80, continua
expresandose en menor medida hasta el P. 130; sin embargo al P. 190 ya no es

detectable.

Expresion del gen catalasa correspondiente a la RDNb2 en los

subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1.

0.8 —

0.6 —

Z-AACt

0.4 > I

0 40 80 100 130 190 200

Subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1

Fig. 20 Expresion del gen O31_021945 (catalasa) en los subcultivos de N. brasiliensis
HUJEG-1. Expresion constante del gen 031_021945 en la cepa parental (P. 0) y los
subcultivos 40 y 80; obsérvese la disminucidn de la expresién del gen catalasa en los
subcultivos 100 y 130; asi como la ausencia de expresion en el subcultivo 190 y 200.
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CAPITULO VII

DISCUSION

El subcultivo ha sido utilizado tanto para examinar el tiempo y modo de la
evolucién gendmica y como un método para producir cepas atenuadas de
organismos patogenos. Esto se ha logrado al repetir pasajes seriados de cepas
parentales o virulentas, in vitro o en animales de laboratorio (Ebert, 1998). Para
conseguirlo se requiere realizar cultivos continuos durante muchas generaciones y
multiples ensayos para determinar si el organismo subcultivado ha perdido
patogenicidad.  Las modificaciones genéticas que el organismo sufre han
proporcionado un método para identificar genes relevantes en la patogenicidad en

humanos (Martin et al., 2008).

Entre los organismos en los que se ha estudiado el efecto del subcultivo se
encuentran el virus de la rabia, los poliovirus, el virus del sarampidn, M. bovis BCG y
M. tuberculosis, entre otros (Basombrio et al., 2000, Jennings y Potter, 1999). La
variacion genética resultante se ha relacionado con cambios neutrales, benéficos o

pérdida de virulencia.
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En el presente estudio se analizd el efecto de 200 subcultivos continuos en la
cepa N. brasiliensis HUJEG-1. Se compard el genoma de la cepa sin subcultivar (P. 0)
gue es una cepa virulenta y capaz de ocasionar micetoma experimental en ratones y
el genoma del subcultivo 200 (P. 200) que ya no causa micetoma en ratones BALB/c
y se observaron cambios genéticos importantes en la cepa P. 200 que incluyen
grandes deleciones y la presencia de varios SNP's que pueden estar implicados en

las diferencias presentes entre estas dos cepas.

En Escherichia coli después de un periodo de pasaje diario continuo por
aproximadamente 5 anos, se logro alcanzar las 10 000 generaciones y observar una
serie de cambios genéticos, destacando tres deleciones cuyo tamafio va de 6-23-kb

y cuyos efectos en el genoma fueron benéficos y/o neutrales (Barrick et al., 2009).

En Mycobacterium bovis BCG (la cual fue subcultivada 230 veces durante 13
afios en un medio que contenia bilis de buey), se encontré que sufrié una serie de
deleciones las cuales fueron denominadas Regiones de Diferencia o RD's, de las
cuales destaca RD1 y RD2 que tienen un tamafio de ~ 9.5-kb y ~ 10.7-kb
respectivamente. Estas RD's contienen genes involucrados en la respuesta T celular
y formacidn del granuloma, siendo asi implicados como genes importantes para la

virulencia de este microorganismo (Kozak et al., 2010).
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Una comparacion entre genomas de M. tuberculosis H37Rv (virulenta) y su
contraparte H37Ra (avirulenta) obtenida después de un periodo de tiempo entre 3
y 4 meses en un medio sélido a base de huevo, indica que la cepa H37Ra presenta
53 inserciones y 21 deleciones que ocasiona que presente 8, 445-pb mas que la
cepa virulenta y posee 119 SNP's que afectan a 32 genes, las variaciones genéticas
mas importantes en H37Ra residen en las familias de genes IS6110, los cuales son
capaces de insertarse en la secuencia de uno o varios genes y alterar su expresion,
y la familia PE/PPE/PE-PGRS involucrados en la persistencia de la bacteria en

macréfagos (Zheng et al., 2008).

En el presente trabajo identificamos 3 deleciones importantes que
denominamos RDNb1, RDNb2 y RDNb3 con tamanos de 59.7-kb, 216.3-kb y 31.7-kb
respectivamente, resultando en una pérdida de 265 genes. Si bien la pérdida de
material genético que puede incluir genes ancestrales se presenta frecuentemente
en organismos simbiontes obligados o parasiticos (Moran et al., 2009), hasta
nuestro conocimiento no se han reportado pérdidas gendmicas de tamano

semejante mediante el subcultivo.

Mientras que para N. brasiliensis HUJEG-1 tomd aproximadamente 5 afios en
total alcanzar los 200 subcultivos (Almaguer et al., 2011), para otros organismos
estudiados como Escherichia coli, el presentar variaciones considerables en su
genoma requirido al menos 5 anos (Barrick et al., 2009) y para M. bovis BCG se

requirieron 13 anos (Kozak et al., 2010).
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8.1 Comparacion de los resultados obtenidos por PCR punto final y Southern blot.

Identificando las 3 deleciones encontradas en P. 200, asi como los genes que
comprendian dichas regiones se procedié a disefiar pares de iniciadores en genes
importantes en metabolismo y de manera que cubrieran diferentes puntos de las
deleciones. Partiendo de la técnica de PCR punto final y con la referencia de
nuestros antecedentes directos en el cual se probaron los subcultivos 40, 80, 100,
130 y 200 en ratones BALB/c (Almaguer et al., 2011) se logré identificar hasta que
subcultivo los genes analizados seguian presentes en N. brasiliensis. Observamos
que los genes de la RDNb1 y RDNb3 amplificaron hasta el subcultivo 40, ya no asi
en el subcultivo 80, por lo cual N. brasiliensis HUJEG-1 sufrié dos pérdidas
gendmicas en momentos tempranos de los subcultivos, lo cual es importante dado
que desde el subcultivo 40, Nocardia brasiliensis ya mostraba una disminucién de su
virulencia. Para la RDNb2 se encontré que sus genes amplificaban hasta el
subcultivo 180 y 190, es decir en momentos tardios del subcultivo; sin embargo
dado que en esta delecidn se encuentran una gran cantidad de genes implicados en
el metabolismo de aminoacidos, lipidos, coenzimas, iones inorganicos, metabolitos
secundarios, factores de transcripcidn, proteasas y peptidasas, entre otros,
correlaciona con la pérdida total de virulencia del P. 200 y propiedades biolégicas

gue seran abordadas en el siguiente punto de la discusion.

Con el fin de analizar la evolucidon gendmica se ha utilizado el pasaje seriado
en organismos como Escherichia coli y Bacillus subtilis, encontrandose poblaciones
genéticamente heterogéneas durante este proceso (Barrick et al., 2009 y Brown et

al., 2011). En el presente trabajo empleamos la técnica Southern blot como un
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apoyo a la identificacion del tiempo en el cual ocurrieron las pérdidas gendmicas
durante el proceso de subcultivo, encontrando una concordancia para la RDNb1 y
RDNb3 con los resultados obtenidos por PCR punto final en donde se descubrié que
la pérdida de ambas zonas ocurrié entre los subcultivos 40 y 80, para el caso de la
RDNb2 se identificd que su pérdida ocurrid entre los subcultivos 155 y 180,
discrepando con los resultados por PCR punto final donde se detectaba hasta el
subcultivo 190, ello puede deberse a la menor sensibilidad de la técnica de
Southern blot (Gattuso, 2010) o bien a que existan poblaciones heterogéneas en los
subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1 que provoquen esta discrepancia entre
ambas técnicas; no obstante ambas metodologias empleadas concuerdan en que el

subcultivo 200 ya no presenta la regién RDNb2.
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8.2 Cambios genéticos encontrados en N. brasiliensis HUJEG-1 P. 200.

La secuencia RDNb1 es muy posible que sea un elemento extracromosémico
debido a que no ensambla en el genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 obtenido con un
mapa oOptico (OpGen, Gaithersburg, MD). Esta teoria se apoya por la presencia de
un fragmento de ~ 1.5-kb el cual posee una similitud del 74% con un fragmento de
la secuencia del pldsmido pNF1 de N. farcinica IFM 10152; los genes de esta regién
codifican en su mayoria para proteinas hipotéticas y proteinas implicadas en
procesos de transcripcion y conjugacién, lo que también concuerda con un posible

plasmido.

RDNb2 es una regiéon perdida de 216,371-pb, se ubica en la posicién
4,795,938 -5;012,299 del genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 ATCC 700358 (Numero
de acceso: NC_018681.1), comprende 172 genes, su mayoria implicados en
transporte y metabolismo de aminoacidos, lipidos, carbohidratos, coenzimas,
nucledtidos y metabolitos secundarios, reguladores de transcripcién asi como
proteinas hipotéticas de funcidon desconocida. A pesar de que la ubicacion de esta
delecién parece ubicarse en una region no conservada en el género Nocardia, la

pérdida de 172 genes podria explicar los cambios que presentd el subcultivo 200.

Entre las caracteristicas de Nocardia se encuentra la acido-alcohol
resistencia, la cual depende de la composicidn de acidos micdlicos y el tipo de

tincidn utilizada, cominmente se emplea la técnica de Kinyoun la cual favorece Ila
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retencion del colorante fucsina observandose por lo tanto a las bacterias con
coloracion roja (Wilson J., 2012); sin embargo el subcultivo 200 ha disminuido la
capacidad de retener dicho colorante, por lo cual se tifien del colorante azul de
metileno. Esta pérdida de acido-alcohol resistencia en el P. 200 podria explicarse
con la pérdida de genes implicados en el metabolismo de lipidos, tales como:
propionil-CoA carboxilasa cadena beta (PCCase), acil-CoA reductasa, CoA
transferasa subunidad A, CoA transferasa subunidad B y la super familia de

proteinas de acidos grasos de cadena corta MFS, los cuales pertenecen a RDNb2.

En 1998 se reporté que en Nocardia asteroides la virulencia era mayor
durante la fase de crecimiento exponencial, cuando abundan los filamentos, en
comparacion con la fase estacionaria en la que predominan células cocoides,
observando que la composicién de acidos grasos y acidos micdlicos de la pared
celular cambia durante el crecimiento, y que ambos son mas poli-insaturados
durante la fase logaritmica y se tornan mas saturados durante la fase estacionaria
(Beaman et al., 1998); A diferencia de la cepa parental de N. brasiliensis HUJEG-1, el
subcultivo 200 presenta disminucién en la produccién de filamentos, tal cambio
podria relacionarse ademas de la delecién de genes implicados en el metabolismo
de lipidos, con una pérdida de 13 proteinas transportadoras ubicadas en las
deleciones RDNb2 y RDNb3, del tipo permeasas transportadoras, transportadoras
ABC y transportadoras ABC-2, entre otras, las cuales se encuentran relacionadas con
el transporte de aminoacidos, metabolitos secundarios, carbohidratos e iones

inorgdnicos.
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Dado que las proteinas transportadoras son fundamentales para permitir
gue moléculas, nutrientes o productos de desechos ingresen y salgan de la célula, y
considerando como ejemplo a Escherichia coli, que para tener un crecimiento activo
requiere ingresar ~10 ® moléculas de glucosa por segundo (Phillips y Quake, 2006),
aunado a que ha sido reportado que los transportadores ABC son importantes para
la viabilidad, virulencia y patogenicidad (Davidson et al., 2008), es factible que la
delecion de transportadores en el subcultivo 200 de N. brasiliensis HUJEG-1 afecte

el crecimiento en forma de filamentos.

Otro cambio presentado en P. 200 es su sensibilidad a la eliminacién por
leucocitos polimorfonucleares caracteristica que no es presentada por la cepa sin
subcultivar. En 1985 se reportd que altos niveles de catalasa intracitoplasmatica
combinada con superdxido dismutasa parecen ser mecanismos primarios por los
cuales N. asteroides evade los mecanismos de estrés oxidativo de los leucocitos
polimorfonucleares, por lo cual ambas enzimas representan dos importantes
factores de virulencia (Beaman et al., 1985). En el presente trabajo encontramos
que P. 200 perdio el gen 031_021945 que codifica para catalasa el cual se ubica en
la RDNb2, asociando asi el resultado obtenido en el trabajo de Gonzalez-Carrillo,

2010.

Entre otros de los cambios presentados por la cepa P. 200 se encuentra un
incremento en la tasa de crecimiento respecto a P. 0, dado que el subcultivo sufrid
deleciones de genes que codifican para factores de transcripcidon de las familias

SARP, AraC, LuxR, PadR-like y LysR ubicadas en las deleciones RDNb2 y RDNb3, de
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las cuales: la familia SARP modula la frecuencia y tasa de transcripcion, mientras
qgue AraC se involucra con el metabolismo de carbono, respuesta al estrés y
patogénesis, LuxR se relaciona con quorum sensing, biofilms, biosintesis y
metabolismo, PadR-like con la regulacién negativa del metabolismo de acidos
fendlicos y finalmente la familia LysR con el metabolismo de carbono y nitrégeno
(Ramos et al., 2005). Es posible que la alteracion de la regulacién de todas las vias
mencionadas anteriormente, influyera en un aumento de la tasa de crecimiento de

N. brasiliensis HUJEG-1 P. 200.

Aunado a los cambios encontrados en P. 200 se afade el cambio de patrén
de lipidos mediante extracciones con cloroformo-metanol observado por Gonzalez-
Carrillo, 2010, en donde la cepa P. 200 presentaba una menor densidad comparada
con P. 0O, tales cambios pueden relacionarse con los genes de la RDNb2 que se

encuentran involucrados en el metabolismo y transporte de lipidos.

Finalmente uno de los cambios mas significativos que se observd durante el
subcultivo fue la disminucion de la virulencia, desde el subcultivo 40 de N.
brasiliensis HUJEG-1 probado en ratones BALB/c se aprecid dicho cambio; sin
embargo fue hasta el subcultivo 200 cuando ninguno de los ratones inoculados
desarrollé micetoma. Al comparar los genomas de P. 0 y P. 200 logramos observar
gue como efecto del subcultivo se eliminaron 265 genes, de los cuales ademas de

los involucrados en la sintesis de pared celular y lipidos abordados anteriormente,
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se identificaron genes que codifican para proteasas y peptidasas como: caax amino

proteasa, peptidasas M15A y carboxipeptidasa M14 ubicadas en la RDNb2.

La presencia de incrementos en serin-proteasas se ha relacionado con
patogenicidad en estudios con N. asteroides (Tsuboi et al., 1989) ademadas es
probable que algunas proteasas sean responsables del dafo tisular en las lesiones
de micetoma, ademas del deterioro en los huesos observado en las lesiones liticas
de las infecciones crénicas (Salinas-Carmona et al., 1992) por todo lo anterior
consideramos importante la identificacion de las proteasas encontradas
postuldndolas como posibles respuestas ante la disminucion de virulencia

observada en P. 200.

Como se ha mencionado anteriormente, el papel de la catalasa como un
mecanismo de defensa por parte de Nocardia asteroides ante las especies reactivas
de oxigeno producidas por leucocitos polimorfonucleares (Beaman et al., 1985 ) es
un mecanismo primario de virulencia. En el presente trabajo se encontrd la delecién
del gen 031_021945 que codifica para una catalasa, el cual esta ubicado en la
RDNb2 ademds de asociarlo con la disminucidn de la sobrevivencia ante los
leucocitos polimorfonucleares humanos de P. 200, al observar que la disminucién
de la expresion de su ARNm por tiempo real tiende a disminuir a partir del
subcultivo 100, es posible también asociar la baja de su expresion con la
disminucion de la virulencia de N. brasiliensis HUJEG-1 cuando se probaron los

subcultivos 100, 130 y 200 en ratones BALB/c (Almaguer et al., 2011).
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Asimismo se identificaron genes en la RDNb3 que codifican para una familia
de proteinas denominada mamalian cell entry proteins (mce), las cuales se han
propuesto como un mecanismo de virulencia. En 1993 se reportdé que al clonar un
fragmento de ADN de M. tuberculosis, confiri6 a una cepa no patégena de
Escherichia coli la capacidad de invadir células Hela y aumentar la fagocitosis por
macréfagos (Arruda et al., 1993), posteriormente se identificé a dicho fragmento
como miembro de esta familia de genes denomindndolo mcel. Esta familia de
genes se sitla en operones con una disposicidon de dos genes yrbE seguido de seis
genes mce. En M. tuberculosis se han encontrado 4 operones (mcel-4), los cuales
son similares en secuencia y organizaciéon y basandose en la identificacién de
dominios conservados se ha sugerido que su funcién junto con los genes yrbE
codifican para componentes de sistemas transportadores ABC (Kumar et al., 2003),
el operdon mce4 se ha reportado que codifica para un sistema de transporte de
colesterol en M. tuberculosis y le permite a este organismo usar el colesterol como
una fuente de carbono y energia (Pandey et al., 2008); ademas se sabe que mce4 es
regulado por KstR, un tipo de regulador TetR y corregulado por otros genes

implicados en el metabolismo de acidos grasos (Kendall et al., 2007).

Una estrategia utilizada para elucidar el papel del operén mce es realizar
mutantes "knock out", ello se llevd a cabo en los operones mcel, mce2 y mce3 de
M. tuberculosis, infectdndose por via intratraqueal con estos microorganismos a
ratones BALB/c, después de 10 semanas todos los ratones inoculados con las cepas

mutantes sobrevivieron, mientras que los inoculados con cepas tipo silvestre
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murieron (Gioffré et al., 2005). Dado que N. brasiliensis HUJEG-1 P. 200 sufrié la
delecién de un operdn mce, es posible que la pérdida de este operdn sea el
responsable de la disminucién de virulencia en P. 200. Todas estas hipotesis tendran

gue ser comprobadas experimentalmente.
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CAPITULO VIII

CONCLUSIONES

1. El subcultivo de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 tiene como efecto la pérdida

gradual de fragmentos genéticos.

2. La pérdida de genes importantes en la sintesis de pared celular, lipidos, asi
como proteasas, peptidasas, la catalasa y mce parecen correlacionar con la

pérdida de virulencia de N. brasiliensis.

3. La inactivacidon experimental de genes especificos nos dara informacion

sobre el papel que juegan en la atenuacion de Nocardia brasiliensis.
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CAPITULO X

ANEXOS

Reactivos de deteccion para el Southern blot
Solucién 1 Solucion 2
Luminol 100 pl Perdxido de hidrégeno 10 pl
Acido coumérico 44l Tris1 M pH 8.5 1ml
Tris 1 M pH 8.5 1 ml Agua bidestilada 9ml
Agua bidestilada 8.85 ml

*Preparacion de reactivos en condiciones de oscuridad.

Soluciéon desnaturalizante: 86 g de NaCl (1.5 M) mds 20 gde NaOH (0.5M), aforara 1
L con agua destilada.

Buffer de neutralizacion: 86 g de NaCl (1.5 M) mas 60.5 g de Tris (0.5 M). Disolver y
ajustar a pH 7.5 con HCl concentrado, aforar a 1 L con agua destilada.

Buffer 20X SSC: 175.3 g NaCl mas 88.2 g de citrato de sodio, aforar a 1L con agua
destilada.

Buffer de lavado primario: 25 ml de SSC 20X, agregar 4 g de dodecilsulfato de sodio
(SDS), aforar a 1 L con agua destilada.

Buffer de lavado secundario (2X): 100 ml de SSC 20X, y aforar a 1L con agua
destilada.
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The in vitro activities of ACH-702 and other antimicrobials against 30 Nocardia brasiliensis isolates were
tested. The MIC, (MIC for 50% of the strains tested) and MIC,, values of ACH-702 were 0.125 and 0.5 pg/ml.
The same values for econazole were 2 and 4 pg/ml. The MIC;, and MIC,, values of imipenem and meropenem
were 64 and >64 pg/ml and 2 and 8 pg/ml, respectively; the addition of clavulanic acid to the carbapenems had

no effect.

Actinomycetoma caused by Nocardia brasiliensis is a local-
ized but progressive infectious disease which affects the skin,
subcutaneous tissue, and bones (21). Several antimicrobials,
including sulfonamides, aminoglycosides, beta-lactams, etc.,
have been used in the therapy of actinomycetoma (3). How-
ever, in some cases a cure is not obtained, making it important
to evaluate the in vitro and in vivo activities of new antimicro-
bials.

Quinolones have been widely used to treat infections by
gram-negative and gram-positive bacteria (14); among them,
moxifloxacin and gatifloxacin are active in vitro and in vivo
against N. brasiliensis (6, 8, 18). ACH-702, (R)-7-[3-(1-amino-
1-methyl-ethyl)-pyrrolidin-1-yl]-9-cyclopropyl-6-fluoro-8-me-
thoxy-9H isothiazolo[5,4-b]quinoline-3,4-dione (Fig. 1), is a
novel isothiazoloquinolone compound with good antibacterial
activity against Staphylococcus aureus and enterococci, even
against methicillin- and vancomycin-resistant isolates (16, 20).
Its high activity against these gram-positive microorganisms
raises the possibility that Nocardia spp., especially N. brasilien-
sis isolates, would also be susceptible to this new isothiazolo-
quinolone.

Imidazoles have been traditionally used against eukaryotic
organisms since they interfere in the synthesis of ergosterol by
inhibiting the cytochrome oxidase group of enzymes (CYP
proteins); these enzymes were thought not to exist in prokary-
otic organisms. However, sequencing in recent years of the
genomes of many prokaryotes, including Mycobacterium tuber-
culosis, has shown the presence of CYP proteins in many of
them, prompting testing of the activity of these compounds
against species of Mycobacterium and Nocardia. Some of these
compounds were active in vitro, particularly econazole (1, 2, 7).

* Corresponding author. Mailing address: Servicio de Dermatologia,
Hospital Universitario, Madero y Gonzalitos, Colonia Mitras Centro,
C.P. 64460, Monterrey, N.L., México. Phone: (528) 348 03 83. Fax:
(5"8) 348 44 07. E-mail: Iuvera _99@yahoo.com.
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However, in one study (7), only one isolate of N. brasiliensis
isolate was used, exhibiting an MIC of 1 pg/ml, making it
necessary to extend the study using more clinical isolates.

Beta-lactams have been used widely to treat gram-positive
infections. Because of the presence of potent beta-lactamases
in nocardiae, their use against these microorganisms has been
very limited (3, 21); amoxicillin-potassium clavulanate acid has
been one of the most successfully used compounds to treat
human cases of actinomycetoma (5). Imipenem has been used
in clinical cases of N. brasiliensis infection in combination with
other drugs, with good results observed (10). More recently, it
has been observed that some carbapenems, such as imipenem
and meropenem, are active against M. tuberculosis isolates, but
only when combined with a beta-lactamase inhibitor, clavu-
lanic acid (12).

In this work, we report the susceptibility of N. brasiliensis
isolates to ACH-702, as well as other potentially active com-
pounds, including econazole and carbapenems (imipenem and
meropenem), alone or combined with clavulanic acid.

We studied 30 isolates from the collection of the Laborato-
rio Interdisciplinario de Investigaciéon Dermatoldgica of the
Servicio de Dermatologia, Hospital Universitario, Universita-
rio de Nuevo Leon, including N. brasiliensis HUJEG-1, which
was utilized previously in other in vitro and in vivo assays (11,
17). All of the isolates tested came from human cases of acti-
nomycetoma and were identified as N. brasiliensis by biochem-

NH
m N
H,N o %
FIG. 1. Chemical structure of ACH-702.
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TABLE 1. In vitro activities of ACH-702 and other antimicrobials
against N. brasiliensis isolated from human
cases of actinomycetoma

MIC (pg/ml)

Antimicrobial agent(s) 50% of 90% of

Range strains strains

tested tested

ACH-702 0.03-2 0.125 0.5
Econazole 1-8 2 4
Imipenem 1->64 64 >64
Imipenem + clavulanic acid 1->64 64 >64
Meropenem 1->64 2 8
Meropenem + clavulanic acid 1->64 2 8

ical methods and by nucleotide sequence analysis of a fragment
of the 16S RNA gene of the small ribosomal unit as previously
described (17).

ACH-702 was kindly donated by Achillion Pharmaceuticals,
Inc., New Haven, CT. Econazole and clavulanic acid were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.). Imi-
penem and meropenem were obtained from commercial
sources.

The broth microdilution method used was based on the
CLSI M24-A document (15) and has been previously described
(18). Briefly, ground colonies were suspended in 1 ml of saline
solution and diluted with cation-adjusted Mueller-Hinton
broth until the turbidity matched that of a 0.5 McFarland
standard. This suspension was diluted to obtain a solution with
a final concentration of 1 X 10% to 5 X 10* CFU per well in 0.1
ml. This solution then was added to microplate wells (Mi-
crotest Primaria; Becton Dickinson and Co., Franklin Lakes,
NJ) containing an equal volume of broth with serial dilutions
of the drugs to be tested. As a growth control, we similarly
inoculated a well containing cation-adjusted Mueller-Hinton
broth without drug. After 3 days of incubation at 35°C, the
plates were read and the MIC was determined as the lowest
concentration of drug that totally inhibited nocardial growth.
As external controls, we used Escherichia coli ATCC 25922 and
S. aureus ATCC 29213. Econazole, imipenem, and meropenem
were tested at concentrations of 64 to 0.25 pg/ml. The lowest
concentration of ACH-702 used was 0.03 pg/ml. To test the
effect of the beta-lactamase inhibitor on carbapenem activity,
0.25 pg/ml clavulanic acid was added to all of the carbapenems
(12).

The MICs of ACH-702 and the other antimicrobial agents
tested for the 30 clinical isolates of N. brasiliensis tested are
summarized in Table 1. The MICy, (MIC for 50% of the
strains tested) and MIC,, values for ACH-702 were 0.125 and
0.5 pg/ml. The same values for econazole were 2 and 4 p.g/ml.
The MICs, and MIC,, values for imipenem were 64 and >64
pg/ml, respectively. Only seven isolates had an MIC of <2
ug/ml. For meropenem, the values were 2 and 8 pg/ml. For this
compound, 16 out of 30 isolates tested exhibited an MIC value
of =2 pg/ml. The addition of clavulanic acid to the carbapen-
ems did not change the MIC values significantly.

Although imidazoles have been traditionally used against
eukaryotic organisms, recently it has been observed that acti-
nobacteria, including mycobacteria and nocardiae, are also
susceptible to this class of antimicrobials (2, 7). In our work, we
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observed that most (90%) of the isolates exhibited an MIC of
=<2 pg/ml for econazole. In mice, econazole given orally at 3.3
mg/kg, is rapidly metabolized and achieves plasma concentra-
tions (maximum concentration of drug in plasma, 0.23 pg/ml;
time to maximum concentration of drug in plasma, 1 h) below
this MIC value (2). Given these parameters, we believe that
econazole will not work effectively in the experimental mouse
model. However, new imidazole compounds are being
launched in the market and it is possible that in the future
more potent drugs or other delivery methods would open up
the possibility of therapy of actinomycetoma caused by N.
brasiliensis using this class of antimicrobials.

Beta-lactams have been of limited use in the treatment of N.
brasiliensis infections. Recently, it has been reported that car-
bapenems plus clavulanic acid have shown some activity
against M. tuberculosis isolates (12). In our work, we did not
find any difference when clavulanic acid was added, with MICs,
and MIC,, values remaining the same. At best, imipenem or
meropenem can be effective in human patients with isolates
exhibiting MIC values of =2 pg/ml, since the levels of these
drugs remain over 2 pug/ml for 3 to 4 h in humans after the
intravenous administration of 1,000 mg (9). Given the ob-
served differences in susceptibility among clinical isolates, it
would be important to perform susceptibility tests prior to the
initiation of therapy with these agents. Also, it will be impor-
tant to assess the antibacterial activity of future beta-lactams
that have the desirable advantage of oral administration for the
treatment of Nocardia infections.

Quinolones, including ofloxacin, ciprofloxacin, and moxi-
floxacin, have been used in the therapy in infections caused by
Nocardia spp. (4, 13, 22). However N. brasiliensis is a more
resistant species and only newer compounds such as gatifloxa-
cin, garenoxacin, and moxifloxacin have shown excellent in
vitro and in vivo effects against this microorganism (3, 6, 8, 18).
Of these quinolones, only moxifloxacin is available on the
market, but its use has not been reported for actinomycetoma
patients. ACH-702 showed MICs, and MIC,, values (0.125
and 0.5 pg/ml) lower than those of gatifloxacin (0.5 and 2
wg/ml) and moxifloxacin (0.5 and 2 pg/ml) (18), which suggests
that this may be a promising compound to treat N. brasiliensis
infections, although it will be important to test its intracellular
(19) and in vivo activities against this bacterium.
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The in vitro activity of PA-824 and BTZ043 against 30 Nocardia brasiliensis isolates was tested. The MIC;, and MIC,, values for
PA-824 were both >64 pg/ml. The same values for BTZ043 were 0.125 and 0.250 pg/ml. Given the MIC values for benzothiazi-
none (BTZ) compounds, we consider them good candidates to be tested in vivo against N. brasiliensis.

N'ocardia brasiliensis is a natural inhabitant of the soil that in
some cases gains entry to human skin by trauma with splin-
ters or wood material contaminated with this bacterium (17).
Once in the subcutaneous tissues, the bacteria proliferate, produc-
ing local inflammation, abscesses, and fistulae, and may affect
subjacent organs, depending on the topographic localization of
the lesions. The production of chronic inflammation and scarring
of tissue makes it difficult for antimicrobials to penetrate and act
against the bacteria. Several antimicrobials, including sulfon-
amides, aminoglycosides, beta-lactams, etc., have been used in the
treatment of actinomycetoma (2, 5, 17). However, in some cases
cure is not obtained, making it important to evaluate in vitro and
in vivo the activity of new antimicrobials.

Given the close phylogenetic relationship among actinobacte-
ria, it is possible that some antitubercular agents are active against
nocardiae. Among the most recently developed antitubercular
compounds, PA-824 {(S)-2-nitro-6-[4-(trifluoromethoxy)ben-
zyloxy]-6,7-dihydro-5H-imidazo[2,1-b][1,3] oxazine} has shown
the best and most promising results (4, 12). In vitro, those com-
pounds present MIC values for Mycobacterium tuberculosis iso-
lates similar to those of isoniazid (MIC of PA-824, 0.015 to 0.25
pg/ml; MIC of isoniazid, 0.03 to 0.06 wg/ml) (12). PA-824 acts as
a prodrug activated through a bioreduction process within the M.
tuberculosis cell, and it is efficient against both latent and replicat-
ing M. tuberculosis. Transcriptional analysis has revealed a mixed
potential mechanism of action that operates both by affecting cell
wall synthesis and by chemical poisoning. The latter is achieved by
increasing the intracellular amount of toxic nitric oxide (NO) (7,
10, 11). The development of M. tuberculosis mutants and its whole-
genome resequencing showed the importance of a gene named ddn
(Rv3547) in PA-824 resistance. This gene encodes a 151-amino-acid
protein, a deazaflavin-dependent nitroreductase (Ddn); orthologous
genes have been found in other actinobacteria (7).

1,3-Benzothiazin-4-one (benzothiazinone [BTZ]) compounds
have been recently described that have excellent activity against acti-
nobacteria, including Corynebacterium, Mycobacterium, Rhodococ-
cus, and Nocardia (6). They are particularly active against Mycobacte-
rium tuberculosis in vitro and in vivo, with BTZ043 showing a MIC of
1 ng/ml for the control strain M. tuberculosis H37Rv. This value is far
below that of other active drugs, including rifampin and isoniazid.
The biochemical target, the decaprenyl-phosphoribose-2'-epimerase
(encoded by gene dprE1), is commonly distributed among actinobac-
teria (6, 13).
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In the present work, we analyze the susceptibility of 30 N.
brasiliensis isolates from human mycetoma to these compounds
by a broth microdilution method.

We studied 30 isolates from the collection of the Laborato-
rio Interdisciplinario de Investigacién Dermatolégica (LIID)
of the Servicio de Dermatologia, Hospital Universitario, Uni-
versidad Auténoma de Nuevo Leén (UANL), including N.
brasiliensis HUJEG-1 utilized previously in other in vitro and in
vivo assays (1, 9, 15). All the isolates came from human cases of
actinomycetoma and were identified as N. brasiliensis by bio-
chemical methods and by nucleotide sequence analysis of a
fragment of the 16S rRNA gene as described before (14).

PA-824 was kindly donated by the Global Alliance for TB Drug
Development; BTZ043 was provided by one of the authors of the
present study.

The broth microdilution method based on the CLSI M24-A2 doc-
ument that we used has been described before (3). As external con-
trols, we used Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus
ATCC 29213. PA-824 was tested at concentrations of 64 to 0.25 pg/
ml. In the case of BTZ043, the lowest concentration used was 0.0015
pg/ml. M. tuberculosis H37Rv was used also as a control.

The dprEl gene from N. brasiliensis was obtained by comparing
the dprEl (locus Rv3790) gene sequence of M. tuberculosis H37Rv
to the entire genome sequence of N. brasiliensis HUJEG-1 obtained
by our group (16) by using the BLAST program available at the NCBI
Internet site. To establish the presence of a putative ddn (Rv3547)
ortholog in N. brasiliensis, we utilized the M. tuberculosis H37Rv nu-
cleotide sequence published in GenBank and compared it to the com-
plete chromosomal sequence of N. brasiliensis HUJEG-1 by the use of
the BLAST program.

The MIC5, and MIC,, values of PA-824 for the N. brasiliensis
isolates were >64 pg/ml in both cases. N. carnea ATCC 6847 and
N. transvalensis ATCC 6865 showed the same MIC value. As a
resistant control, we tested M. smegmatis LR222, for which the
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FIG 1 Alignment of the BTZ resistance-determining region of N. brasiliensis HUJEG-1 with the corresponding DPR protein sequences of N. farcinica and M.
tuberculosis, both BTZ-sensitive organisms. In red we show the Cys387 amino acid related to resistance to this antimicrobial.

drug MIC was >64 wg/ml. The MIC value for the susceptible
control, M. tuberculosis H37Rv, was 0.125 pg/ml.

The BTZ043 MICs, and MIC,, values were 0.125 and 0.25
pg/ml, respectively. The MIC for N. carnea ATCC 6847 was 0.003
wg/ml, for N. transvalensis ATCC 6865 was 0.003 pg/ml, for N.
brasiliensis NCTC10300 was 0.03 pg/ml, and for N. brasiliensis
HUJEG-1 was 0.125 pg/ml. The MIC value for M. tuberculosis
H37Rv was 0.000976 pg/ml. The MIC values of both PA-824 and
BTZ-043 were >>64 pg/ml for Escherichia coli ATCC 25922 and S.
aureus ATCC 29213.

Comparing the M. tuberculosis dprEl gene sequence to the
complete sequence of N. brasiliensis, we found a sequence with
74% homology encoding a 493-amino-acid protein (accession
number ZP_09840034.1) similar to the FAD binding 4 superfam-
ily proteins of other actinobacteria, including Nocardia, Gordonia,
Mycobacterium, Amycolatopsis, Corynebacterium, etc. In Fig. 1 we
show the multiple alignment of the part of the DPR protein asso-
ciated with BTZ043 resistance (6). The N. brasiliensis sequence
presents a Cys (cysteine) in position 387 (of the M. tuberculosis
H37Rv gene), which corresponds to a susceptible genotype.

Analyzing the M. tuberculosis ddn gene sequence (Rv3547) by the
use of the BLAST program against all the sequences reported in
GenBank, only a few pertinent sequences were found, mostly from
slowly growing mycobacteria. However, we could not find a ddn gene
in the N. brasiliensis HUJEG-1 genome. PA-824 is one candidate for
use in human cases of tuberculosis; a recent study in humans has dem-
onstrated good early bactericidal activity and safety (4). Unfortunately,
our results indicate a low susceptibility of N. brasiliensis isolates.

The emergence of multidrug-resistant (MDR) and extensively
drug-resistant (XDR) strains of M. tuberculosis has prompted the
development of new antituberculosis compounds. Recently,
drugs belonging to the class of benzothiazinones (BTZs) have
been demonstrated to be highly active against M. tuberculosis in
vitro, ex vivo, and in vivo (6). BTZs act by binding covalently to the
enzyme DprE1(Rv3790) (13). This enzyme and DprE2 catalyze
the conversion of decaprenylphosphoryl-p-ribose (DPR) to deca-
prenylphosphoryl-p-arabinose (DPA), which is essential for the
building of arabinogalactan and lipoarabinomannan, important
components of the mycobacterial cell wall. BTZ compounds bind
to a cysteine residue at position 387 in the DprE1 active site, lead-
ing to the formation of a covalent complex. In M. tuberculosis
BTZ-resistant mutants and in other mycobacteria that are natu-
rally resistant, Cys387 of DprE1 is replaced by serine or glycine. In
our case, we observed a susceptible genotype, demonstrating that
the target is largely conserved among actinobacteria, and this
raises the possibility that this drug is also active against N. brasil-
iensis ex vivo and in vivo in the experimental model of infection.

PA-824 was selected because it is being tested in clinical trials
and may thus become available for tuberculosis patients. Unfor-
tunately, the in vitro MIC values were too high against Nocardia
spp., thereby decreasing the possibility of any in vivo activity. Re-
sistance to PA-824 has been associated in M. leprae with the lack of
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an orthologous gene encoding Ddn, a nitro reductase (8); Ddn is
essential for the anaerobic killing of M. tuberculosis by PA-824,
which acts as a NO donor. Our group has recently sequenced the
complete genome of N. brasiliensis HUJEG-1, which allowed us to
search for a similar gene, but we did not find such a gene. The anti-
microbial susceptibility of actinobacteria can be associated with com-
mon biochemical pathways such as cell-wall biogenesis (like BTZs) or
with very specific genes such as ddn, found only in some mycobacte-
ria. However, as we describe here, availability of the genome sequence
can help in predicting antimicrobial susceptibility.
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