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INTRODUCCION

Nocardia brasiliensis es una bacteria gram positiva, aerobia estricta,
catalasa positiva, no mévil, que produce un micelio aéreo de 0.3 a 1.5 mm de’
diametro que se fragmenta en elementos cocoides y bacilares (Fig No. 1). Se
clasifica dentro del orden de los Actinomycetales, donde también se encuentran

los géneros Rhodococcus, Mycobacterium y Corynebacterium.

Se han desarroliado técnicas taxondmicas para diferenciar estos géneros
bacterianos, algunos basados en el estudio de los componentes de la pared
celular, en el contenido de arabinosa y galactosa, en el nUmero de carbonos de
las cadenas de acidos micolicos. También se clasifican de acuerdo a las
caracteristicas de sus acidos nucleicos, donde los mismos géneros presentan

un alto contenido de guanina y citosina. (Tabla # 1) -

Las similitudes bioquimicas y estructurales de estos géneros provoca que
se observen reacciones cruzadas entre sueros inmunes contra uno u otro de los

géneros mencionados, por esto es muy importante diferenciarlos.

El género Nocardia se encuentra ampliamente .distribuido en el suelo,
descomponiendo sustancias organicas complejas como celulosa, proteinas,
polisacaridos y lipidos. Las especies de este género incluyen:

N. asteroides, N. amarae, N. brevicatena, N. carnea, N. farcinica, N. nova,
N. caviae, N. vaccinii, entre otros. Las especies mas importantes desde el

punto de vista clinico son: N. brasiliensis, N. asteroides y N. ottidiscaviarum.



Las colonias de las diferentes especies de Nocardia cuando crecen en
agar Sabouraud pueden ser lisas y hiimedas, o rugosas, con una superficie
aterciopelada debida al micelio aéreo (Fig No. 2). Cuando crecen en un medio
liquido como el medio de infusidn cerebro-corazén (BHI) se forma una pelicula
superficial seca y cérea (Fig No. 3). Cuando Nocardia brasiliensis se cultiva
en agar dextrosa Sabouraud, muestra colonias secas de aspecto cerebriforme y
pigmentadas de color naranja, debido a que poseen pigmentos tipo

carotenoides.

De acuerdo a las caracteristicas clinicas y anatomopatolégicas de las
infecciones por Nocardia spp, se han clasificado éstas en 6 formas que son:
nocardiosis pulmonar; nocardiosis sistémica (involucrando dos o mas sitios);
nocardiosis de sistema nervioso central; nocardiosis extrapulmonar; nocardiosis

cutanea, subcutanea y linfocutanea.

Nocardia brasiliensis es el principal agente etiolégico causal del
micetoma actinomicésico en México. El micetoma es una dermatosis crénica
que se caracteriza por un proceso inflamatorio fistuloso que afecta
principalmente piel, tejido celular subcutaneo, musculo, hueso y en ocasiones
puede diseminarse a visceras. Inicia cuando la bacteria entra por la piel a través
de una herida, generalmente en la planta de los pies 0 manos, que ha estado
en contacto con la tierra o materia vegetal en descomposicion, y se forma un
nédule indoloro desarrollandose dias 0 meses después de la infeccidn (Fig No.
4). Este néduio aumenta de tamafo llegando a ser purulento y necroético. El pus
es descargado a través de varias fistulas y va acomparfado de los tipicos
granos que son caracteristicos de la enfermedad. Estos granos representan a
las microcolonias del agente infeccioso, el cual se encuentra rodeado de células
inflamatorias. Se observan cicatrices retractiles fibrosas hipo o
hiperpigmentadas,



La incidencia mundial mas alta del micetoma se localiza alrededor del
tropico de Cancer, entre las latitudes 15° S y 30° N. Los paises mas afectados
son India, Sudan, Senegal, Somalia, Venezuela y México. Los estados de la
reptblica mas afectados son los del centro, entre los que se encuentran
Morelos, México, Jalisco, Veracruz, Oaxaca, Michoacan, Guerrero, Hidalgo, y

Nuevo Leon.

La patogenia del micetoma ha sido descrita en ratones, en donde, la
respuesta inflamatoria inicial esta compuesta predominantemente por un
infiltrado de leucocitos polimorfonucleares. Después de una semana, la pata de
los ratones inoculados muestra una reaccién inflamatoria granulomatosa.
Después de los 14 dias aparece el micetoma caracteristico con granuloma,

donde se observan pequefios abscesos con granulos actinomicésicos.

Los granulos se encuentran rodeados de numerosos granulocitos y
restos celulares formando un microabsceso. En los cortes histologicos se
observa un anillo de histiocitos y granulocitos alrededor del microabsceso, y en
una tercera zona excéntrica, un infiltrado inflamatorio conteniendo macréfagos
con abundante citoplasma granular, células plasmaticas, linfocitos y células

epiteliales.

La respuesta inmune humoral mediada por anticuerpos es importante en
las infecciones causadas por microorganismos extracelulares e intracelulares.
En el caso de la infeccion por Nocardia parece ser que los anticuerpos son de

escasa importancia en la resistencia a la enfermedad.



El tratamiento especifico no es conocido, el micetoma usualmente es
croénico y progresivo y puede causar deformaciones importantes y siguiendo su
curso natural puede ser fatal o atin con tratamiento puede recidivir en el mismo

sitio 0 en otro distinto.

Inicialmente para el tratamiento de la infeccion por N. brasiliensis se
utilizé Diamino difenil sulfona DDS y sulfametoxazoll por un lapso de 6 a 9
meses. Se han utilizado varios medicamentos tales como sulfonamidas,

estreptomicina, dapsona, isoniacida, etambutol, tetraciclina y minocidina.

Welsh y cols en 1987 reportaron un fratamiento combinado de
Sulfametoxazol-Trimetropim y amikacina para la infecciéon de micetoma por N.

brasiliensis.



Caracteristicas Nocardia Rhodococcus | Corynebacterium | Micobacterum
Carbohidratos de pared Tipo IV Tipo IV Tipo IV Tipo IV
celular
Azlicares Arabinosa- Arabinosa- Arabinosa- Arabinosa-

Galactosa Galactosa Galactosa Galactosa

de atomos de las cadenas 44-60 34-52 20-38 60-90
de ac. Micoélicos.
/o molar de Guanina y 64-72 63-73 52-68 62-70
Citosina
[Motilidad Negativa Negativa Negativa Negativa
Acido-alcohol Parcial Parcial Negativa Alto
Resistente -

TABLA # 1. Quimiotaxonomia de los Actinomycetos.




ANTECEDENTES

En 1888, Edman Nocard aislé por primera vez Nocardia de lesiones
granulomatosas en bovinos. En el afio siguiente, Rabe, encontré organismos
filamentosos en un perro y en 1890, Eppinger aislé un organismo de una
persona con una infeccién letal. En 1889, Tremisan, cred el género Nocardia
para integrar al organismo aislado por Nocard. Este organismo fue llamado N.
farcinica y el que se aisldé Rabe, del perro, lo llamaron N. asteroides.
Aproximadamente 80 anos después los estudios taxénomicos de la Nocardia
original revelaron que se trataban de 2 microorganismos diferentes, uno era

Mycobacterium y el otro Nocardia.

Posteriormente en 1956, Mackinnon y Artageveytia-Allende inocularon
ratones intraperitonealmente con N. brasiliensis y encontrando que se
formaban abscesos y granos, despues de tres semanas, alrededor del pancreas
y entre el higado y el diafragma. Ademas, el inocular cobayos en los testiculos

los mismos investigadores obtuvieron granos.

En 1960, Gonzalez-Ochoa y Sandoval, y en 1962, Gonzalez-Ochoa
demostraron la patogenicidad de cepas de N. brasiliensis aisiadas de suelos al

ser capaces de producir lesiones y granos en ratones después de 20-30 dias.



Mas tarde, Macotela Ruiz y Mariat, 1963, produjeron lesiones con
granos al inocular ratones, hamsters y cobayos con N. asteroides y N.
brasiliensis. En 1967, Gonzalez-Ochoa y Kumico-Hojyo encontraron que,
después de inocular con una sola dosis de N. brasiliensis a ratones de
laboratorio en la almohadilla plantar, se producia el tipico micetoma

caracterizado por la presencia de senos y granos.

En 1980, Zlotnik y Buckley confirmaron los hallazgos de Gonzalez-Ochoa
al inocular ratones BALB/c con células vivas de N. brasiliensis en la
almohadilla plantar. Los ratones desarrollaron micetomas los cuales variaban
en tamarfio y envolvimiento del miembro dependiendo de la dosis y el vehiculo
en que se administraran las células (salina vs adyuvante). El efecto de dosis

habia sido notado por Gonzalez-Ochoa y Kumico-Hojyo.

El modelo animal descrito ha sido utilizado para estudiar la respuesta
inmune humoral contra N. brasiliensis (Rodriguez y Zlotnick). Los hallazgos de
este estudio demostraron que la respuesta inmune humoral contra Nocardia
puede ser detectada al mes de haber sido inoculados los animales y segin -
evoluciona la infeccibn aumenta el numero de antigenos reconocidos por la

técnica de Western blot.

Tanto los antigenos extracelulares como los antigenos somaticos de N.
brasiliensis han sido investigados sobre todo por su potencial diagnostico. El
primer material somatico que se aislé y se encontré que producia una reaccion
de hipersensibilidad retardada fue el de Drake y Henrici (1943). Estos
investigadores obtuvieron una proteina de N. asteroides al centrifugar una
suspension de células maceradas. El sobrenadante asi obtenido se traté con

acido tricloroacético y se la aislé la proteina precipitante. Al ser inyectada ésta



en animales sensibilizados se produjo eritema, induracién y una pequefa area
de necrosis. En controles no sensibilizados no se produjo reaccion alguna.
Gonzalez-Ochoa y su grupo (Gonzalez-Ochoa y Baranda, Gonzalez-Ochoa y
Vazquez-Hoyo , 1953) aislaron un polisacarido crudo de N. brasiliensis que
producia una reaccion de hipersensibilidad retardada en 16 pacientes
infectados con N. brasiliensis. Este polisacarido no produjo reaccion alguna en
un paciente con tuberculosis pulmonar avanzada ni en dos pacientes con
actinomicosis. Ademas, aquellos individuos que tenian infeccion por N.
brasiliensis, de prondstico grave carecian de la reactividad intradérmica. Sin
embargo, un polisacarido de N. asteroides obtenido de la misma manera que el
de N. brasiliensis, producia reacciones positivas en pacientes con micetoma
por N. brasiliensis, aunque la reaccion era menos intensa. (Gonzalez-Ochoa,
et.al., 1962). '

Kinsgsbury y Slack en 1967 aislaron un polipéptido activo a partir de
células deslipidizadas de N. asteroides al seguir la técnica que se habia
disefiado para la recuperacion de péptidos activos de micobacterias. Dicho
polipéptido fue preparado de tres cepas de N. asteroides y demostraba

reactividad cruzada con géneros distintos al genero Nocardia.

Ortiz-Ortiz y su grupo en 1972, prepararon dos fracciones
antigenicas siguiendo un procedimiento complejo. Dichas fracciones eran un
polisacarido y un extracto citopldsmico proteico. El polisacarido inducia una
reaccion de hipersensibilidad retardada en cobayos sensibilizados con
Nocardia spp e inhibia la migracion de macrofagos obtenidos de dichos
animales. Como también se observaba en los animales una respuesta
anafilactica, que era independiente de la especie de Nocardia usada, los
autores consideraron que la respuesta de hipersensibilidad estaba mediada por

un polisacarido diferente al responsable de la reaccion anafilactica. Un hecho



gue corrobord esto fue que no producia reaccién de hipersensibilidad retardada
en cobayos sensibilizados con Mycobacterium.

El mismo extracto crudo que se uso para la purificacion del
polisacarido antes mencionado fue usado por Ortiz-Ortiz et.al. en 1972, para
preparar proteinas ribosomales. Los ribosomas fueron precipitados con sulfato
de amonio, redisueltos y sedimentados a 165 000 x g. Las proteinas
ribosomales fueron separadas luego de precipitar el RNA con 2-cloroetanol.
Cuando estas proteinas ribosomales fueron utilizadas intradérmicamente en
animales sensibilizados, se produjo una reaccion de hipersensibilidad tardia
cuando la dosis era 1 pg. Aunque se presentd reactividad cruzada entre N.
asteroides y N. brasiliensis, el uso de pruebas reciprocas indicé que habia
diferencias especificas entre los antigenos. Debido a esto, dichos antigenos se
probaron incluse en humanos. Las investigaciones recientes se orientan hacia
el aislamiento, purificacién y caracterizacion de antigenos somaticos especificos
de Nocardia.

Recientemente, en 1992 Salinas y cols demostraron que las proteinas
de N. brasiliensis p61 y p24 son inmunodominantes y en 1993 éstos
investigadores implementaron una técnica ELISA utilizando éstas proteinas
para el diagnostico seroldgico del micetoma. Vera y cols en 1892 aislaron y
purificaron p24 y p61. Sin embargo, el rendimiento de p61 siempre fue muy

bajo porque se purificd a partir de un extracto celular.

En el presente trabajo nosotros nos propusimos disefiar una estrategia

mas eficiente que nos de un rendimiento mayor de p61.
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Fig No. 1. Frotis de Nocardia brasiliensis tefiido
con Ziehl Neelsen




Fig No. 3. Nocardia brasiliensis cultivada en medio BHI
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL :

Encontrar una fuente de Proteina P61 producida por Nocardia
brasiliensis con mayor rendimiento que el obtenido en el extracto celular y

establecer la metodologia para su aislamiento y purificacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. - Seleccionar un medio de cultivo adecuado para que Nocardia brasiliensis
produzca P61 en grandes cantidades.

2. Obtener el extracto celular y el filtrado de cultivo de una cosecha de N.
brasiliensis

3. Aislamiento y purificacibn de P61 extracelular e intracelular por
electroforesis preparativa en gel y elucion mecanica.

4. Comparar las cantidades de P61 de Nocardia brasiliensis obienidas del
extracto celular y del filtrado de cultivo.

5. Realizar la caracterizacion bioquimica parcial de la proteina p61, incluyendo
determinacion del Peso molecular por el método de movimiento
electroforetico, ademas de investigar su actividad enzimatica.
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MATERIAL Y METODOS

CEPA DE Nocardia brasiliensis

La cepa que se uso en este estudio se aislé de un micetoma dorsal de
un paciente que acudié a la consulta de Dermatologia del Hospital Universitario
Dr. José Eleuterio Gonzéalez de la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn. Fue
identificada mediante pruebas biogquimicas por el Dr. Manuel Rodriguez
Quintanilla y confirmada por la Dra. J. Brown en el Centro de Control de
Enfermedades en Atlanta GA, EUA y la cepa es referida como N. brasiliensis
HUJEG-1 y fue registrada por el Dr. Mario César Salinas Carmona en la ATCC
con el # 700358.

El mantenimiento de Nocardia brasiliensis en el laboratorio se realiza
medianie pases sucesivos en agar dextrosa-Sabouraud (Bioxon), a partir de
suspensiones unicelulares de la bacteria, y con almacenamiento intermedio a 4°
C (Lechevalier HA).
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1. — OBTENCION DE LA SUSPENSION UNICELULAR DE Nocardia
brasiliensis.

A partir de cultivos de N. brasiliensis en agar dextrosa-Sabouraud
se realizaron pases a matraces Erlenmeyer de 125 ml (PYREX) con 30 ml de
caldo BHI (caldo de infusion cerebro-corazén. Difco Laboratories), y se procedié
a incubartos a 37° C en bafio Maria con agitacidon (GCA/Precison Scientific)
durante 48 horas. Los cultivos se colocaron en tubos de 50 ml y se
centrifugaron a 166 x g durante 10 minutos en una centrifuga Beckman TJ-6
(Beckamn Instruments). Las bacterias obtenidas se lavaron dos veces con
solucion salina al 0.85% (p/v). La masa bacteriana se disgregd con un agitador
de vidrio estéril y se dejaron sedimentar aquellas colonias que no estaban
fragmentadas. El sobrenadante que se obtuvo después de sedimentar el cultivo
se utilizdé para inocular 8 matraces Erlenmeyer con 30 ml de caldo BHI, los
cuales se incubaron a 37° C en bafio con agitacion durante 48 horas. Las
bacterias se recuperaron y se lavaron 3 veces con solucion salina al 0.85% a
166 x g, y se hicieron pasar a través de un homogenizador Potter-Elvehem. El
homogenizado obtenido se centrifugd a 100 x g por 5 minutos. Una muestra del
sobrenadante obtenido se mezclé con hidréxido de potasio y se observo al
microscopio para comprobar que realmente era una suspension unicelular de

N. brasiliensis.

La suspension unicelular se almacené en un frasco de vidrio estéril y se

utilizé como indculo.
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2.- OBTENCION DEL EXTRACTO CELULAR Y DEL FILTRADO DE CULTIVO
DE Nocardia brasiliensis EN MEDIO BHI Y EN MEDIO DE CATALINA
RIVAS.

2.1 Obtencidn del Filtrado del medio de Cultivo BHIi y C. Rivas

Se inocularon 8 matraces con 30 ml de medio BHI y 8 con medio
Catalina Rivas cada uno con 0.4 ml de Ila suspensidén unicelular de N.
brasiliensis, con el fin de observar en cual de los dos medios se encontraba la
banda de la proteina inmunodominante p61. Se incubaron a 37° C durante 3
dias en agitacion. Los matraces fueron decantados para retirar el maximo del
medio y los cultivos fueron recuperados en matraces Erlenmeyer con la ayuda
de un embudo Buchner sobre un matraz Kitasato conectado a una bomba de

vacio.

2.2 Obtencion del Extracto Celular Crudo de Nocardia brasiliensis

La masa bacteriana humeda que se obtuvo de ambos medios se colocd
en un cristalizador para ser deslipidizada. Se adicioné solucion de alcohol
etilico-éter etilico (1:1 ) hasta que se cubrié el paquete bacteriano y se mantuvo
en agitacién por 10 minutos, al cabo de los cuales el sobrenadante se retird
cuidadosamente con una pipeta serolégica. El procedimiento anterior se realizo
las veces necesarias hasta que el sobrenadante perdié la coloracion amarilla.
Posteriormente se agregd 2 veces la solucion de etanol-éter (1:2), y una sola
vez la tercer solucién (1:3). Este ultimo sobrenadante se retiré por vacio v la
masa bacteriana deslipidizada se colocé en un desecador durante toda la

noche.
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Para la obtencion del extracto celular crudo, el material deslipidizado y
seco se colocd en un mortero al que se le agregd una cantidad igual de vidrio

molido.

Las bacterias se trituraron mecanicamente en el mortero por 90 minutos.
La mezcla resultante se colocé en un matraz erlenmeyer de 500 ml con el
amortiguador de extraccion Tris-HCI 0.1 M, pH 6.5, en agitacién constante a
4°C durante 12 horas. La mezcla resultante se centrifugd a 200 x g durante 30
minutos para retirar el vidrio y bacterias intactas, el sobrenadante se recolectd y
se filtré por membrana Millipore de 0.22 um de diametro de poro; mientras que
el sedimento se volvid a resuspender en el amortiguador de extraccion por 2
veces mas. Este material de las tres extracciones corresponde al extracto

celular crudo de N. brasiliensis (esto se llevo a cabo para cada medio).

Determinacion de proteinas por el método de Bradford.

Se llevd a cabo la determinacién de proteinas del extracto y del filtrado
de cultivo obtenidos de ambos medios, mediante la construccion de una curva
de calibracion que se realizé con una solucién estandar de albimina sérica
bovina (1mg/ml). Las soluciones estandar se prepararon a una concentracién
entre 2 y 18 ng/ml. Las muestras diluidas (0.25 ml) se colocaron en presencia
de 0.25ml del reactivo de Bradford (6mg de azul de Coomassie G-250 en 100
ml de Aacido perclorico al 3% v/v en agua destilada) por 25 minutos a
temperatura ambiente y se determindé su absorbancia a 595 nm ‘en un
espectrofotémetro DU-6 (Beckman Instruments).
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3.- COMPARACION DEL MEDIO BHI Y DEL MEDIO DE C. RIVAS EN LA
IDENTIFICACION DE P61 DE N. brasiliensis.

3.1 Patrén electroforetico en Gel PAGE 8-18% C/SDS del Extracto y del
Filtrado del Medio de BHI y del Medio de C. Rivas

Para analizar los componentes proteicos de cada medio (filtrado vy
extracto) se llevdé a cabo una electroforesis PAGE 8-18% con SDS de los
extractos y de los filtrados de cultivo del medic de BHI y del medio de C. Rivas.
Se utilizé un sistema discontinuo de Laemmli con un gel de empaquetamiento al
5%T y un gel de corrimiento en gradiente de 8.75-18% T, los cuales se

prepararon de la siguiente manera:

Gel de corrimiento 8-18%

Concentracion % T 8.75 18
Acrilamida-bisacrilamida 2.04 mi 1.32 ml
Buffer Tris-HCI 3MPH 8.8 1.32 mi 1.32 ml

SDS 10% 0.069 mi 0.069 ml

Agua tri-destilada 3.060 ml 0.645 m|

Glicerina 50% 0.480 mi 0.740 ml
Persulfato de Amonio 5% 0.025 ml 0.025 mi
TEMED 0.003 mi 0.003 mi

7.0ml 7.0 ml
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Se utilizé un formador de gradiente { BIO-RAD Laboratories ) el cual
estaba formado por una camara reservorio y una camara mezcladora, ambas
camaras tienen las mismas dimensiones. En la camara reservorio se colocé la
solucién de acrilamida de menos porcentaje (8.75 % T) mientras que la camara
mezcladora contenia la solucion de acrilamida de mayor porcentaje (18%).
Ambas camaras estan unidas por un canal que esta en la parte inferior, el cual
se abrié en el momento en el que se empezd a vaciar la solucidén de acrilamida
al cassette, utilizando una bomba peristaltica, la cual se conectd a la camara
mezcladora a través de una manguera. El formador de gradiente se colocd
sobre una placa agitadora. El cassette que se utilizé6 para hacer el gel en
gradiente estaba formado de 2 placas de vidrio entre los cuales se colocaron 3
espaciadores de teflon de 0.75 mm uno en cada lado del cassette, dejando la
parte superior libre para vaciar la mezcla de acrilamida-bisacrilamida. Una vez
que se vacio la solucién de acrilamida-bisacrilamida al cassette, se agregé agua
tri-destilada quedando ésta en la parte superior del gel. El gel se polimerizé en
un tiempo de 20 min.

Gel de empaquetamiento 5%

El gel concentrador al 5% T se prepard de la siguiente manera:

Acrilamida-bisacrilamida 0.1665 ml
Buffer Tris-HCI 1M pH 6.8 0.125 mi
Agua Tri-destilada 0.660 ml
SDS 10% 0.01 ml
Persulfato de Amonio 0.014 ml
TEMED 0.001 ml
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Antes de vaciar al cassette la solucion de acrilamida- bisacrilamida 5 %
T, la humedad de la parte superior del gel se eliminé introduciendo papel filtro.
Posteriormente se colocd un peine de teflon y luego se vacio la solucién de
acrilamida-bisacrilamida 5 % T. Después de la polimerizacién se quitd el peine y

posteriormente se lavo el gel con agua tridestilada.

Para empezar la electroforesis se utilizo un buffer de corrimiento Tris 125
mM, glicina 192 mM con SDS L 0.1 %, el cual se coloco en la parte inferior vy
superior de la cdmara de corrimiento. Se utilizd una concentracion de proteinas
de 30 ug mezclado con amortiguador de muestra ( SDS 10%, 2- ME 10% v/v,
sacarosa 50% en amoriguador Tris-HCI 123 mM, pH 6.8 con azul de bromofenol
como indicador del frente de iones). Antes de aplicarse la muestra en el carril,
se calentd a ebullicion por 2 minutos, luego se enfri6 y se aplico al carril

utilizando una jeringa, al mismo tiempo se aplicaron los marcadores de PM.

La electroforesis se llevo a cabo a un voltaje constante de 80 v hasta que
el frente del colorante llegd a donde inicia el gel de corrimiento y en ese
momento se aumentd el voltaje a 150 v, hasta que el colorante indicador del

frente de iones llegd al extremo inferior del gel.

Tinciéon Azul de Coomassie

El gel se sumergié en una solucién de Coomassie blue R-250 al 0.1 % en
solucién fijadora ( metanol 40% y acido acético 10% ) por un tiempo de 30 min.
Para destenir el gel se utilizé una solucién metanol 40% y acido acético al 10%,

para remover el colorante.
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4.- OBTENCION DE LA PROTEINA INMUNODOMINANTE P61 DE Nocardia

brasiliensis a partir del extracto y del filtrado de Cultivo.
4.1 Obtencion del extracto y del Filtrado de Cultivo

Se inocularon 40 matraces de 2 litros con 160 ml de medio BHI cada
uno con la suspensidn celular de Nocardia brasiliensis que se preparo
anteriormente. Se incubaron a 37° durante 7 dias sin agitacion. Los matraces se
decantaron y se separaron la masa bacteriana y el medio de cultivo, él cual se
filtré con papel Whatman No. 0.22 con un embudo Buchner sobre un matraz
quitasato conectado a una bomba de vacio. Se concentré después utilizando

una unidad de Ultrafiltracién de fibra de vidrio.

A pariir de la masa bacteriana se obtuvo el extracto celular de N.
brasiliensis ( como se explicé anteriormente).

Y para obtener el extracto semipurificado se procedié de la siguiente
manera:

Se tomd una alicuota del extracto celular compieto para determinar la
cantidad de proteinas y el resto se liofilizd. Se disolvieron 100 mg de proteinas
totales contenidas en el extracto liofilizado en 12 ml de PBS 0.1M a pH 7.2. El
volumen obtenido se colocd en un matraz erlenmeyer con un magneto y se le
agregd el mismo volumen de una solucién saturada de sulfato de amonio
(100%) con un embudo y gota a gota se dejé caer sobre la solucion de
proteina, la cual estaba en hielo sobre una placa de agitacién. Se agité por 30
minutos. Se centrifugd a 3200 rpm durante 30 minutos. Se separd el

sohrenadante del precipitado y ambos se licfilizaron.
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4.2 Precipitacion de Proteinas del Filtrado de Cultivo

Se procedid a precipitar las proteinas presentes en el filtrado de cultivo
por la técnica de Precipitacion con Sulfato de Amonio al 50%

5.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE P61 de Nocardia brasiliensis

5.1 Electroforesis preparativa en gel PAGE al 12% sin SDS

Preparacion del cassette

Los vidrios y los separadores se lavaron con alcohol y se secaron con
gasa. Se le agregd un poco de vaselina en ambos lados a los
separadores laterales y al separador inferior. Se colocé en una base el
vidrio rectangular, a los lados se colocaron los separadores laterales
dejandolos a 1.5 cm de la parte inferior. Se colocéd el separador inferior y
sobre esto el vidrio superior. Se fijaron con la ayuda de unas pinzas,
primeramente la parte inferior y después se bajaron los vidrios laterales y
se colocaron las pinzas en cada lado de los vidrios.



Gel preparativo PAGE 12 % sin SDS

La formulacion de los geles fue la siguiente:

Gel de corrimiento 12 %
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Acrilamida-bisacrilamida 17.190 ml
Amortiguador Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 5.3740 ml
Agua Destilada 20.20 mi
Persulfato de amonio 0.215 mi
TEMED 0.0215 ml

Gel de Empaquetamiento 4% T

Acrilamida-bisacrilamida 0.975 ml

Amortiguador Tris-HC1 0.5 M, pH 6.8 0.937 mi

Agua Destilada 5.589 mi
Persulfato de amonio 0.037 ml
TEMED 0.007 ml

La electroforesis se realizé de la misma manera que con geles analiticos.
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Tincién con Azul de Coomassie

Terminada la electroforesis se desensamblaron las placas de vidrio y se
cortaron verticalmente los extremos derecho e izquierdo, asi como una pequena
seccién central para realizar la tincion con azul de Coomassie, mientras que las
porciones intactas del gel se congelaron inmediatamente a -20 °C para evitar
la difusion de proteinas.

En el gel tefiido se observé la banda de la P61 y se midié con ayuda de
una regla la distancia recorrida para determinar el sitio de migracién

electroforética de las proteinas en el gel, obteniendo el Rf de la proteina.

5.2 Eluciéon mecanica de la proteina

Determinado el Rf de la proteina, se corté la banda correspondiente de la
p61, con la ayuda de un bisturi en el gel congelado. La banda del gel se
fragmentd en trozos pequefios y se colocd en un vaso de precipitado de 10 ml
al que se le agregaron 3 ml de agua destilada y se dejé agitando a 4°C durante
18 horas.

Posteriormente se obtuvo el sobrenadante fomando una alicuota para
determinar la concentracién de proteinas por el método Bradford y para hacer
un gel 8-18 % tefido con nitrato de plata para comprobar pureza.

El resto se liofilizé y se guardé a 4° C.
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6. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA PARCIAL DE LA PROTEINA P61

6.1 Determinacion del peso molecular de la proteina por movimiento
electroforetico en un gel 8-18% c/sds-page.

Para determinar el peso molecular de la proteina extracelular, se prepard
un gel 8-18% con SDS-PAGE con tres carriles, en el primer carril se colocaron
los marcadores, en el segundo la proteina purificada anteriormente a una
concentracion de 20 mg/ml y en el tercer carril otra concentracidon de la misma
proteina. Una vez terminada la electroforesis, se tifid el gel con azul de
Coomassie y se observaron los sitios de migracion de los marcadores y de la
proteina en sus diferentes concentraciones. Con la ayuda de una regla se midio
la distancia que recorre cada marcador y se divididé entre la distancia total del
gel para asi obtener los Rf de cada marcador. De la misma manera se obtiene
el Rf de la proteina extracelular de Nocardia brasiliensis. Una vez
determinados los sitios de migracion se graficaron en papel semilogaritmico, en
el eje X se graficd la movilidad relativa o Rf y en el eje Y el PM de los
marcadores. Con esta grafica de referencia se graficod el Rf de la proteina y se

extrapol6 en linea recta hasta el eje de las Y para obtener el PM de la proteina.

6.2 Determinacion de la Actividad Enzimatica de P61.

Se llevd a cabo una electroforesis en gel 8-18% ¢/SDS como se explicéd

anteriormente.
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Se aplicaron 5ug de P61 purificada en cada caril con buffer de

muestra 4X s/SDS, asi como marcadores de peso molecular.

Cuando la electroforesis terminé se dividié el gel en dos partes:
A la primera parte se le agregd directamente H202 para observar la actividad

enzimatica, Mientras que la segunda parte se tifié con azul de Coomassie.



26

RESULTADOS

1.- OBTENCION DEL EXTRACTO CELULAR Y DEL FILTRADO DE CULTIVO
DE Nocardia brasiliensis HUJEG-1 A PARTIR DE LOS MEDIOS BHI Y C.
RIVAS.

Del cultivo de 8 matraces realizado en medio BHI se obtuvieron 225 mi
de filtrado y 3.9 g de masa bacteriana (peso seco), mientras que en el cultivo
realizado en el medio C. Rivas se obtuvieron 219 ml de filtrado y 5.4 g de masa

bacteriana.

Una vez que se obtuvieron los extractos celulares y los filtrados de
ambos cultivos, se le determind proteinas por el meéetodo de Bradford,

obteniéndose los resultados que se muestran en la tabla No. 1.

TABLA # 1. Determinacién de Proteinas del Extracto celular y del
filtrado de cultivo del medio BHI y del medio C. Rivas.

BHI ug/ml C. Rivas pg/ml

|[Extracto Celular i 14.2 | 9.2

|

[Filtrado de Cultivo | 26.2 Il 11
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2.- COMPARACION DEL MEDIO BHI Y DEL MEDIO C. RIVAS EN LA
IDENTIFICACION DE P61 DE Nocardia brasiliensis.

Se realizé6 una electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE 8-18%
¢/SDS para observar en cual de los medios estaba la banda de P61.
El gel fue tefido con azul de Coomassie, observandose la banda de P61

en el filtrado del medio de cultivo de BHI, tal como se muestra en la figura No. 4.

T a2 < SR R 6

FIGURA No.4 Identificacion de P61 en medio BHI,
carril 1.Filtrado de BHI, 2. Filtrado de C. Rivas, 3. Marcadores,
4. Extracto Celular BHI, 5. Filtrado de BHI, 6. Filtrado C. Rivas.
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3.- IDENTIFICACION DE P61 EN EL SOBRENADANTE DEL MEDIO DE
CULTIVO BHI.

Se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE 8-18% ¢/SDS,
colocandose en el carril 1. Marcadores de PM, 2. Extracto Celular, 3.
Sobrenadante de BHI, 4. Precipitado de BHI, 5. Extracto celular, 6.
Sobrenadante de BHI, 7. Precipitado de BHI. El gel fue tefiido con azul de
Coomassie observandose en el sobrenadante del medio BHI que fue
precipitado con sulfato de amonio al 50%, la banda de P61, tal como se
muestra en la figura No. 5.

1 ) G 5 "6 7

FIGURA No. 5. Identificacion de P61en el sobrenadante

obtenido de la precipitacién con sulfato de amonio.
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4.- OBTENCION DE P61 DE Nocardia brasiliensis HUJEG-1

A partir de una cosecha de 40 matraces en medio BHI se obtuvieron los

resultados expresados en la tabla No. 2.

TABLA No. 2 Cantidad de masa bacteriana y de filtrado de cultivo que se
obtuvieron de una cosecha de N. brasilieisis a 37°C por 7 dias, sin agitacién.

| [| Masa bacteriana (g) || Filtrado de cuitivo (L) |
|  Medio BHI |f 11.7 I 5.820 |

El filtrado de cultivo (5.820 litros) se concentrd y se obtuvo una cantidad

de 115 ml y a partir de la masa bacteriana se obtuvo el extracto celular.

El filtrado concentrado se precipité con sulfato de amonio y se obtuvo el

sobrenadante, el cual se liofilizé en 7 viales con 15 ml cada uno y un vial de 3

ml.

El extracto celular también se precipité con sulfato de amonio y se obtuvo el

precipitado, el cual se liofilizd en viales.

Tanto al filtrado (sobrenadante) como al extracto celular (precipitado) se
les determind la cantidad de proteinas por el método de Bradford,

obteniéndose los resultados que se muestran en la tabla No. 3.
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TABLA No. 3. Determinacion de proteinas del precipitado del extracto
celular y del sobrenadante del filtrado de cultivo obtenidos de una cosecha

de Nocardia brasiliensis

| |[PP ext. celular || SN Filtrado de Cultivo |
| Proteinas Totales pg/ml || 325 | 470 ]

5.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE P61 DE Nocardia brasiliensis
HUJEG-1.

A partir de los liofilizados del sobrenadante del filtrado y del precipitado
del exitracto se procedid a realizar electroforesis preparativas PAGE 12%
s/SDS para el aislamiento y purificacién de P61.

Al termino de cada electroforesis, los geles se cortaron verticalmente en
tres partes y se procedié a tefiir las tiras con azul de Coomassie, congelando
los restos de los geles. Posteriormente las bandas se destifieron,
observandose una banda muy marcada que corresponde a P61 de N.
brasiliensis, como se muestra en la figura No. 6.
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FIGURA No. 6
Electroforesis preparativa en gel PAGE 12% s/SDS

Tenido con azul de Coomassie, la flecha indica la banda

De P61 de N. brasiliensis.

Posteriormente la banda se midié con una regla, con el fin de conocer la
posicion de dicha banda, y se procedid a cortar la porcibn donde se
encontraba la banda en el gel que se habia congelado.

Una vez cortada la banda en todos los geles (15 a partir del filtrado y 13

a partir del extracto celular), la proteina de interés fue eluida mecanicamente,
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utilizando agua destilada para su extraccion a 4°. C por 18 horas en agitacion,

este procedimiento se realiz6 tres veces.

De los eluidos obtenidos se tomaron muestras representativas para las
cuales se utilizaron para la determinacién de proteinas (Bradford), asi como
para comprobar la pureza de la proteina eluida (Electroforesis PAGE 8-18 %
c/SDS). Fig No. 7. El resto de los eluidos se liofilizd para la conservacion de la

muestra.

FIG. No. 7 Electroforesis PAGE ¢/SDS 8-18%
A. Carril. 1 Marcadores, 2. Extracto celular,

3. y 5. P61 purificada a partir del extracto,
4 y 6. P61 purificada a partir del filtrado.
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6.- RENDIMIENTO DE P61 EXTRACELULAR E INTRACELULAR A PARTIR
DE UN CULTIVO ESTACIONARIO DE N. brasiliensis.

El rendimiento obtenido de P61 extracelular comparade con P61
intracelular fue mucho mayor, los resultados se pueden observar en la grafica
No. 1

Grafica No. 1 Rendimiento de P61 extracelular e intracelular
a partir de un cultivo estacionario de N. brasiliensis

20

N
()]

mg/ml de proteinas
=

P61 Ext. P61Intrac.
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7.- CARACTERIZACION FiSICOQUIMICA PARCIAL DE P61.
7.1 Determinacion del Peso Molecular
Se realizd un gel 8-18% c/SDS, donde en el carril 1 se colocaron

marcadores de Peso molecular y en los carriles 2 y 3 se colocé P61 purificada.
El gel se tifid con azul de Coomassie. Fig No. 8.

FIG No. 8 Determinacion del Peso Molecular de la Proteina
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Se midi6 el Rf de cada marcador asi como el Rf de la proteina de interés
y se grafico en papel semilogaritmico de doble ciclo. De esta manera, se pudo
obtener el peso molecular de la proteina que fue de 61 000 Da, tal como se
muestra en la grafica No.

7.2 Determinacion de la Actividad Enzimatica.

A uno de los eluidos obtenidos se le agregé peréxido de hidrégeno y se

observo la formacidn de burbujas.

Se hizo un gel 8-18% c/SDS en el cual se coloco en el carril 1 y 5.
Marcadores de Peso molecular, carril 2,3, 6, 7 libres, carril 4 y 8. P61. La
primera parte se tifié con azul de Coomassie y a la otra parte se le agrego

directamente perdxido de hidrégeno, observandose efervescencia. FIG No. 9

kDa
66

45

FIG No. 9 Electroforesis 12% c¢/SDS Tefiido con Coomassie



GRAFICA NO, 2
CURVA DE CALIBRACICN TIPICA
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DISCUSIONES

En el presente trabajo se encontré una nueva fuente de purificacién de
P61 de Nocardia brasiliensis. Anteriormente esta proteina se purificaba a
partir de un extracto celular crudo de N. brasiliensis, método por el cual, se

obtenian rendimientos muy bajos.

Con el fin de incrementar el rendimiento de P61 se analizaron los
extractos y los filtrados de los medios BHI y C. Rivas (medio disefiado en el
Laboratorio de Inmunologia, Rivas-Salinas, 1998).

El purificar P61 a partir del filtrado de cultivo del medio BHI, nos llevé a
obtener una mayor cantidad de la proteina, que cuando se obtenia a partir del

extracto celular.

En contraste, en el filtrado del medio C. Rivas no se encontrd la
proteina, esto indica que P61 podria ser una proteina inducible, esto es, que
dependiendo de los nutrientes que se encuentren en el medio de cultivo, la
bacteria puede o no producir la proteina.

No se conocen aln, el o los mecanismos por [os cuales P61 es liberada
al medio de cultivo, lo que nos deja una puerta abierta a nuevas

investigaciones.
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Como se menciont anteriormente P61 es un antigeno inmunodominante
de N. brasiliensis y no se conoce si existe alguna relacién con la
inmunoproteccion. P61 tiene actividad de catalasa, se han reportado datos que
nos indican que la actividad enzimatica que tiene esta proteina podria ser uno

de los factores de virulencia en la induccidén del actinomicetoma por Nocardia

brasiliensis.

Este paso ha sido de gran ayuda para el Laboratorio de Inmunologia,
debido a que se necesitan cantidades muy grandes de P61, ya que todavia
hay muchos experimentos por realizar, como la determinacion de la secuencia
de aminoacidos de dicha proteina, conocer si se puede llevar a cabo una
técnica de diagndstico (actualmente se usa P24), ademas de investigar la

relacion que existe entre la inmunodominancia y la inmunoproteccion.
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CONCLUSIONES

1.- El medio de cultivo mas adecuado para que Nocardia brasiliensis

produzca P61 es el medio BHI.

2.- La mejor fuente para purificar P61 es el filtrado de cultivo.

3.- El rendimiento obtenido al purificar P61 a partir del filtrado fue mucho
mayor que cuando se purifico a partir del extracto en una misma cosecha de

Nocardia brasiliensis.

4.- La proteina tiene un peso molecular de 61 000 Da y presenta actividad
de catalasa.
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APENDICE

Solucion salina 0.85 % pl/v, Lab PISA.
KOH 5%,

5 gr KOH en 100 ml de agua destilada.
{(NH4)2S04 Saturado

. Etanol:Eter etilico 1:1,1:2y 1:3

Tris HCl1 M pH 6.8
6.055 gr Tris HCl en 100 ml de agua, antes de aforar ajustar el pH.
PBS 0.1 MpH 7.2

NaCl 8gr
Na2HPO4 1.22 gr
KH2POs = 02gr
KCi 0.2 gr, aforar a 1 litro
. Acrilamida-bisacrilamida 30% T,2.5% C

Acrilamida 29.2 gr

Bisacrilamida 0.8 gr

Disolver en 80 ml de agua destilada, dejando agitar por 18 horas a 4° C,
posteriormente filtrar en papel Whatman y aforar a 100 ml. Mezclar con
amberlita por 1 hora para quitar impurezas en agitacion a 4°C y filtrar,

después guardar en frasco oscuro a 4°C.

. TrisHCI13 M 8.8

Trisma Base  18.18 gr, aforar a 100 ml, ajustar el pH antes de aforar.
Lauril Sulfato de Sodio 10%, 10 ml de SDS en 100 ml de agua destilada

. Glicerol 50%,
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K. Persulfato de Amonio 5%, 5 gr de PSA en 100 ml de agua destilada

. TEMED ( N, N, N’, N’ tetrametiletilendiamino, Lab SIGMA.

M. Buffer de corrimiento ¢/SDS 1X

Tris 125 mM, 3.02 gr

glicina 192 mM ' 14.41 gr

SDS 0.1%. 1.0 gr, aforara 1 litro
. Buffer de muestra 4X

SDS 1.0 gr

2-Mercaptoetanol 10% 1.0 ml

Sacarosa - 50g0gr

Azul de bromofenol 0.005 gr, disolver en Buffer Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8.
. Azul de Coomassie R-250 0.1%,

Azul de coomassie 0.1 gr en 100 ml de Solucion desteriidora.

. Solucidén destefiidora
Metanol 40%

Acido acético 10%.

. Solucién fijadora
Metanol 50%
Acido acético 12%

. Solucién de lavado
Etanol 10 %

Acido acetico 5 %

. Solucion Oxidante
Dicromato de Potasio 3.4 mM

Ac. Nitrico 3.22 mM
. Nitrato de Plata 0.012 M
AgNOs3 0.509 gr en 250 ml de agua destilada

. Solucién Reveladora

Carbonato de sodio 2.965 gr

Formaldehido 0.05ml, aforar 100 ml con agua.
. Acido acético 0.1 %



W. HC! 1N

X. NaOH 1N

Y. Reactivo de Bradford
60 mg de azul de coomassie G-250 y se disuelve en 1 litro de acido
perclorico al 3 %. Se filtra.

Z. AlbGmina sérica bovina (BSA) 1 mg/ml

AA. BaCl2

BB. Acido caprilico

Peréxido de Hidrégeno.






