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CAPITULOI

RESUMEN
INTRODUCCION. México es uno de los paises a nivel mundial con mas casos
reportados de actinomicetomas por Nocardia brasiliensis; éstos son bacilos
gram positivos parcialmente 4cido alcohol-resistentes los cuales estan
filogéneticamente muy relacionados con el género Mycobacterium.
Calmette y Guérin utilizaron una técnica de cultivos seriados durante 13 afios
para atenuar una cepa de Mycobacterium bovis, hasta llegar al subcultivo No.
230 que fue denominada BCG (Bacilo de Calmette y Guerin). En un estudio
previo de cultivos seriados de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 se demostrd que
el subcultivo No. 130 produce atenuacion de infeccion por Nocardia brasiliensis
en ratones BALB/c.
OBJETIVO. Estudiar los cambios en la virulencia de Nocardia brasiliensis
después de 200 cultivos seriados in vitro e identificar los cambios en el patron
de proteinas.
MATERIALES y METODOS. Se prepararon 200 cultivos seriados in vitro a
partir de una cepa de Nocardia brasiliensis identificada como HUJEG-1 que fue
previamente subcultivada 130 veces. Los cultivos seriados fueron realizados en
medios BHI cada 3 dias, durante 2 afos hasta alcanzar el pase No. 200 (1°
septiembre 2008- noviembre 2010).
Con la finalidad de evaluar la virulencia de cada cepa in vivo se prepard un
inéculo de la cepa silvestre HUJEG-1 (cepa A) y otro de la cepa subcultivada

200 veces (cepa B) a una concentracion de 20 mg/50 pl el cual fue utilizado



para la produccion experimental de micetoma en 2 grupos de ratones BALB/c,
(grupo 1: infectado con la cepa A, n=20; grupo 2: infectado con la cepa B,
n=20). El seguimiento se realiz6 semanalmente con la medicion del cojinete
plantar durante 6 meses con un calibrador Vernier y una escala de cruces.

Para visualizar la dinamica de la infeccion intracelular se utilizaron
polimorfonucleares (PMN’s) humanos. La suspension de neutrofilos se agrego a
24 pozos de una placa estéril a una concentracion de 1 x 106 PMN’s por 0.1ml.
Se infectaron 12 pozos con la cepa Ay 12 pozos con la cepa B a una relacién
de 3:1 con respecto a los PMN’s. En tiempos especificos a los 0, 60, 90, 180 y
360 min se recolecté la muestra en crioviales, se les agregé 800 ul de agua
destilada fria y se colocaron 100 ul en placas de agar BHI por triplicado.
Usando este procedimiento se determiné la recuperacion cuantitativa de cada

cepa.

Se realiz6 la purificacion de proteinas intracelular y extracelular de Nocardia
brasiliensis de la cepa HUJEG-1 y la subcultivada 200 veces a través de la
obtencion de un extracto total, produciendo la lisis celular y mediante la
separacién por filtrado de Nocardia brasiliensis inoculada en 500 ml de RPMI-

1640, respectivamente.

Para analizar el patron de proteinas se realizé electroforesis desnaturalizante

(SDS-PAGE), en geles de poliacrilamida al 12%, el gel actia como un filtro



molecular donde las proteinas migran en funcién de su relacién carga/masa.

Posteriormente se llevé a cabo la electroforesis de geles en doble dimensidn.

RESULTADOS. Durante el crecimiento de cada cepa en medios BHI liquidos se
encontré6 que la cepa B a diferencia de la cepa A crecia en forma difusa,
observandose el medio méas turbio. Bajo microscopia de luz con la tincién de
Ziehl-Neelsen y de Kinyoun se evidenciaron cambios fenotipicos en la cepa B
ya que perdi6 su acido alcohol resistencia. Ademas, se observé una
disminucion en la densidad celular de la cepa subcultivada 200 veces después
de la extraccién de los lipidos.

Tanto en el grupo 1 como en el grupo 2 de ratones BALB/c se desarrollé una
reaccion inflamatoria similar en la tercera semana. Posteriormente se pudo
observar el desarrollo del actinomicetoma en el grupo 1 con una marcada
diferencia en el tamafno de los cojinetes plantares, asi como en el numero de
ratones infectados.

La infeccion de los neutrofilos humanos con ambas cepas demostré que la cepa
B fue digerida por los PMN’s mas facilmente que la cepa silvestre HUJEG-1.
Los cambios observados en los SDS-page's tanto del extracto total de Nocardia
brasiliensis y del filtrado de RPMI-1640 fueron muy significativos comparando
con la cepa HUJEG-1 y la subcultivada 200 veces, mostrando en esta ultima
ausencia o pérdida de algunas bandas de proteinas.

CONCLUSIONES. Este estudio concluye que después de 200 cultivos seriados
in vitro, la virulencia de N. brasiliensis HUJEG-1 disminuyd importantemente,

asi como su capacidad para desarrollar actinomicetomas en ratones. Ademas,



existen cambios significativos en la expresibn de proteinas de la cepa

subcultivada 200 veces.



CAPITULO I
2.1 INTRODUCCION

El micetoma es una enfermedad granulomatosa crénica, por lo general indolora
que se disemina a tejidos blandos y hueso. Se caracteriza por presentar aumento
de volumen en la region afectada, fistulas, secrecién y cicatrizacién del tejido
adyacente ocasionando deformidad y disfuncion a largo plazo (1,2).

Los agentes causales del micetoma se introducen en la piel a través de algun
traumatismo con espinas o astillas de lena, ocasionando inflamacion localizada en
el sitio afectado. La localizacion mas frecuente del micetoma es en las
extremidades inferiores, aunque se han reportado casos en practicamente
cualquier sitio anantomico. Se denomina eumicetoma a la infeccién causada por
hongos verdaderos y actinomicetoma cuando el agente causal es una bacteria (3).
A nivel mundial alrededor el 60% de los micetomas son causados por
actinomicetos aerobios, siendo México uno de los paises con mayor incidencia de
estos. El agente etiolégico que se aisla con mayor frecuencia en México es
Nocardia brasiliensis, aproximadamente en 65.58% de los micetomas, seguido por
Actinomadura madurae con 10.2%, y en menor frecuencia A. pelletierii y
Streptomyces somaliensis entre otros. S6lo un 3% de los casos son ocasionados
por hongos (3).

Los estados que reportan un mayor niumero de micetomas son: Jalisco, Morelos,

Nuevo Ledn, San Luis Potosi, México, Veracruz, Hidalgo y Guerrero. (4).



2.2 HISTORIA
Las primeras descripciones de posibles micetomas han sido encontradas en el
texto hindu Atharva Veda (2000-1000 a.C.), llamadas en ese tiempo “slipatham” o
pie de elefante, al cual se referian como un aumento de volumen y deformidad de
la region afectada. Existe evidencia de un probable micetoma en un esqueleto
adulto durante el periodo Bizantino (300-600 DC) (5).
A principios del siglo 18, misioneros franceses en Pondicherry, India registraron
los primeros casos de micetoma, llamandolos “fourmiliere desvers”. Godfrey en
1846, denomina a esta condicion como “pedis morbus tuberculosis”, Colebrook lo
“llama pie de Madura” (5,6,7).
En 1860 Carter, acund el término micetoma (del griego mycos: hongo) que hasta
la actualidad se emplea. En 1874 hace una descripcion de los “granos negros” y
los “granos claros” (5,6).
En México, Cicero reporta los primeros cinco casos de micetoma, en 1911 (5).
En 1913, Pinoy establece la clasificacion del micetoma segun su agente etiolégico.
denominando micetoma a las infecciones causadas por hongos y "actinomicosis"

para los micetomas causados por bacterias (5).

2.3 EPIDEMIOLOGIA
Se han reportado casos de micetoma a nivel mundial, sin embargo, las regiones
endémicas se encuentran entre los 15° S y 30° N de latitud, areas tropicales y
subtropicales; de los paises con mayor numero de casos reportados estan: Sudan,

México y la India (11).



Las regiones en el cinturdn del micetoma se caracterizan por estaciones de 4-6
meses con humedad relativa de 60-80%, seguidas de estaciones secas de 6-8
meses con humedad relativa de 12-18%. En las zonas mas secas se observa con
mayor frecuencia el desarrollo de actinomicetomas, a diferencia de las zonas con
mayor precipitaciéon donde son mas comun los eumicetomas (12).

Debido a que los estudios epidemioldgicos sobre el micetoma han sido realizados
en base a reportes de casos o estudios retrospectivos, no se conoce la verdadera
incidencia, prevalencia y distribuciéon geogréafica mundial de esta entidad. Sélo se
ha realizado un estudio que evalla la carga colectiva global del micetoma; en éste
se incluyeron 8763 reportes de micetoma en 23 paises desde 1944 (11). El
numero de casos por afno a nivel mundial segun este estudio es de 127 casos/ano.
2607 casos fueron reportados en México, 2555 de Sudan, 1392 de la India. Otros
paises con numero limitado de casos estan: Uganda, Rumania, Nigeria, Bulgaria y
Tailandia (11).

La mayoria de los casos se encuentra en varones, con una relacion de 3:1 a 5:1.
Tunez y Tailandia son las excepciones, donde el numero de casos reportados es
igual o mayor en mujeres que en los hombres. En este estudio, sélo 5240 casos
tienen el reporte de edad, de los cuales el 70% (3664 casos) fueron personas
entre 11 a 40 anos (11). Las extremidades inferiores, en particular los pies son la
regidn del cuerpo mas afectadas (68.7%) (11,12).

En Sudan se encuentra el Centro de Investigacién de Micetoma, en Khartoum,
donde actualmente alrededor de 7000 pacientes estan en tratamiento; en el 70%

de ellos se encontré el agente causal Madurella mycetomatis (12).



En un estudio retrospectivo realizado en México, se reportaron 3933 casos en un
periodo de 54 afos (1954-2012), encontrandose que un 97% de éstos son
actinomicetomas, (65% Nocardia brasiliensis, 8% Actinomadura madurae) y so6lo
un 3-5% eran eumicetomas. Nuevo Le6n ocupa el tercer lugar en mayor nimero
de casos reportados de micetomas (4).

El sector afectado mas comun son los campesinos o individuos de precarias
condiciones. Debido a las secuelas que tiene este padecimiento, como la
incapacidad del miembro afectado en caso de no recibir tratamiento oportuno, esta
enfermedad genera un impacto socioeconémico alto en las familias. Los
tratamientos son largos y costosos, motivo por el cual es abandonado y se
presentan recidivas o complicaciones por invasion de tejidos profundos (4,11,12).
El micetoma no es una enfermedad de notificacién obligatoria a nivel mundial y no
esta incluido en ningun sistema nacional de vigilancia. Por consiguiente, para
poder evaluar su importancia como problema de salud publica es esencial

disponer de datos mas exactos de vigilancia y sobre la carga de morbilidad.

2.4 ETIOLOGIA

El micetoma puede ser ocasionado por hongos verdaderos o0 eumicetos
(micetoma eumicético) o por bacterias aerobias llamadas actinomicetos (micetoma
actinomicético). Entre ellos se han encontrado mas de 56 microorganismos
diferentes (bacterias y hongos) que son agentes causantes de micetoma (12).
Entre los agentes que pueden causar micetoma por eumicetos tenemos:

Madurella mycetomatis, Trematosphaeria grisea, Leptosphaeria senegalensis,



Pyrenochaeta  romeroi, Exophalia  jeanselmei, Aspergilus  nidulans
Pseudoallescheria boydii, Zophia rosatti, Fusarium sp., Acremonium sp (2,3,4).
Entre los agentes que pueden causar el micetoma por actinomicetos tenemos:
Nocardia brasiliensis, Nocardia asteroides, Nocardia otitidis caviarum,
Actinomadura madurae, Actinomadurae pelletieri, Streptomyces somaliensis
(2,3,4,6)

La mayoria de éstos organismos se encuentran en el suelo, y pueden entrar al
hospedero a través de heridas con espinas o astillas de madera. A la fecha no se
conoce un reservorio o vector anima. La infeccion no se transmite directamente de

persona a persona (12).

2.5 GENERO NOCARDIA

Nocardia se encuentra distribuida mundialmente en el agua, suelo, viento,
vegetacion. Es un microorganismo saprofito, que juega un rol importante en los
procesos de descomposicion de la materia vegetal desdoblando productos
organicos complejos como la celulosa, proteinas, polisacaridos, lipidos, parafina y
otras fuentes de carbono y energia (6,13).

Las nocardias son bacilos aerobios, gram positivos, parcialmente acido-alcohol
resistentes, de 0,5 a 1 um de diametro y hasta 20 um de longitud. Tienden a
formar cadenas o filamentos de células y pueden semejar al micelio fungico. Su
crecimiento es de forma facultativa multiplicAndose dentro de los macréfagos del
huésped. No son nutricionalmente exigentes, toleran un pH entre 6,5y 9, crecen a
temperaturas entre 10 y 50°C; aunque las condiciones éptimas de crecimiento

son: 35-37°C, ligera alcalinidad y atmésfera con 5-10% de CO? (14, 20).



Nocardia pertenece al suborden Corynebacterineae, al igual que otros
microorganismos de relevancia clinica como: Mycobacterium, Corynebacterium,
Actinomadura, y Gordonia. La caracteristica mas distintiva que clasifican a estos
microorganismos dentro del suborden Corynebacterineae es que poseen una
pared celular de tipo IV, abundante en lipidos con estructuras quimicas inusuales
que pueden llegar hasta un 40% del peso en seco del microorganismo. Estos se
encuentran distribuidos en 3 de los principales componentes de la pared celular: la
membrana celular, el complejo peptidoglicano-acido micélico-arabino-galactano y

la membrana celular externa (14,15,16,17).

2.7 PATOGENESIS y VIRULENCIA DE NOCARDIA

Los factores involucrados en el desarrollo del micetoma no han sido dilucidados
por completo. Se han realizado pruebas serolégicas en areas endémicas en
donde la mayoria de los individuos presentan anticuerpos contra los
microorganismos causantes, pero solo pocos desarrollan la enfermedad. Una
teoria es que estos pacientes presentan una deficiencia en el sistema inmune
mediado por células (12).

En 1956 se iniciaron los estudios experimentales con N. brasiliensis en ratones y
cobayos. Gonzdalez-Ochoa en 1973, por Folb y cols. en 1976 y por Ortiz-Ortiz y
cols. en 1982, realizaron estudios en ratones sobre la patogenia del micetoma por
N. brasiliensis. Observaron que existe una respuesta inflamatoria inicial constituida
predominantemente por infiltrado de leucocitos polimorfonucleares. Una semana
posterior se presenta una reaccién inflamatoria granulomatosa en el sitio de

inoculacion (cojinete plantar). En el estudio histopatologico se observaron


https://es.wikipedia.org/wiki/Corynebacterineae

histiocitos y granulocitos que circunscriben al microabsceso y en una tercera zona
excéntrica se encontraron macréfagos con abundante citoplasma granular,
linfocitos y células epiteliales y plasmaticas (8,9,22).

Las cepas virulentas de Nocardia presentan mecanismos evasivos de proteccién
que permiten adaptarse a las células del huésped y multiplicarse. Se han
implicado multiples proteasas, catalasas y superdxido dismutasas que juega un
papel importante en la infeccion de macréfagos. Esto provoca la apoptosis de
células del sistema inmune del huésped y por lo tanto el retraso en la resolucion
de la infeccion (23, 24, 25, 26).

Un componente importante en la patogenicidad y virulencia de los
microorganismos es su pared celular (21, 29). La infeccion de N. brasiliensis
provoca la produccién de citocinas proinflamatorias, particularmente IL-1B e IL-6.
En un estudio donde se realiz6 la deslipidacién de la pared celular de Nocardia, se
obtuvo una disminucidn en la produccion de estas citocinas al inocular la bacteria
modificada en modelos murinos, y no se desarrollé de forma completa el
micetoma (21).

La respuesta inmunitaria innata del hospedero contribuye de forma importante a la
eliminacién de la bacteria. En los actinomicetomas causados por N.brasiliensis los
neutrofilos y macréfagos que rodean a la Nocardia, presentan un incremento en la
expresidén de los receptores tipo Toll-2 (TLR-2)a diferencia de los receptores tipo
Toll-4 (TLR-4) en las etapas tardias (12).

La respuesta inmune celular de los pacientes con actinomicetoma es

principalmente de tipo Th2, con una pobre respuesta de tipo Th1(12, 30).



2.8 MANIFESTACION CLINICA

La presentacion clinica del micetoma es casi la misma, independientemente del

agente causal; sin embargo, el progreso del actinomicetoma es mas rapido que el

del eumicetoma, este se debe entre varias cosas por la rapidez de reproduccién

de los actinomicetos (bacterias) (12).

La triada clasica consiste en (16,31,32):

1. Masa tumoral subcutanea indolora,

2. Lesiones nodulares, fistulizadas,

3. Exudado filante o seropurulento donde se encuentran los microorganismos o
‘granos’.

Se localiza principalmente en el tejido celular subcutaneo, pero puede diseminarse

y pasar la aponeurosis para afectar estructuras profundas como musculo, hueso o

visceras. En las etapas iniciales de la infeccion por eumicetoma o actinomicetoma

el dolor estd ausente, motivo por el cual las consultas se realizan en etapas

avanzadas. El tiempo entre la infeccidon inicial y la consulta al médico varia

ampliamente de 3 meses hasta 50 afos (4,11,12).

Cuando se encuentran afectando estructuras éseas pueden aparecer sintomas de

dolor o cuando exista alguna sobreinfeccidn bacteriana.

En fases avanzadas de la infeccién se pueden observar lesiones de tipo cavitario

(geodos), las cuales pueden estar vacias o llenas de granos, este fendmeno

desencadena la osteolisis. La capacidad de osteolisis de los agentes del

micetoma, cobra importancia en localizaciones como la espalda ya que puede

avanzar hacia las vértebras (cervicales) provocando la destruccién y compresién

medular, generando complejos parapléjicos (5, 33).



Una variante clinica son los minimicetomas, los cuales como su nombre lo indica,
son de tamafo pequefo y con una o dos fistulas, sin aumento de volumen, casi
nunca afectan hueso. Otros casos atipicos se presentan de manera intradsea o
sin formacion de fistulas (34).

Los pies y las manos constituyen las regiones con mayor numero de infecciones
por mcietoma (84%). La espalda es un sitio de afeccidon poco comun, sin embargo,
en México ocupa el 2do. lugar debido a la costumbre de cargar objetos en el torso

(11,12).

2.9 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Los agentes etiol6gicos pueden detectarse examinando las secreciones de las
heridas y en biopsias quirdrgicas. El examen clinico y el estudio micolégico
directo son Utiles para orientar el diagnoéstico, al detectar los granulos
caracteristicos. Posteriormente éstos pueden cultivarse o someterse a examenes
histopatoldgicos a fin de determinar la etiologia del microorganismo. Existen otras
técnicas utiles en el diagndstico del micetoma, como el serodiagnéstico y la
secuenciacion del DNA del microorganismo aislado. Las pruebas de imagen:
ultrasonido, radiografias, tomografia helicoidal y resonancia magnética ayudan a
determinar la extension de las lesiones y afeccidn a tejidos y 6rganos subyacentes
(6,12).

En areas endémicas debido a la poca disponibilidad de algunos estudios, el
diagnéstico en la mayoria de los casos se confirma mediante ultrasonido,

identificacion del agente etiologico y aspiracion con aguja fina (12).



Es necesario hacer el diagnéstico diferencial con: botriomicosis, tuberculosis,
como esporotricosis, tuberculosis osteoarticular, osteomielitis (dan fistulas, pero

no granos), coccidioidomicosis y neoplasias (3,12,34)

2.10 TRATAMIENTO

El tratamiento depende de la etiologia del micetoma. Generalmente son terapias
combinadas y de larga duracion. En el caso de los eumicetomas el pronéstico es
incierto debido a la escasa respuesta a los medicamentos, y frecuentemente
requiere de escision quirdrgica (11,12).

En Meéxico, el 95% de los micetomas son actinomicéticos. La cirugia esta
contraindicada debido a la posibilidad de diseminacién linfatica y/o hematdgena.
La primera linea de tratamiento es la combinacién de: trimetoprim-sulfametoxazol
(T-S) via oral con amikacina intramuscular. La dosis de T-S es de 48 mg/kg/dia
durante 5 semanas y la de amikacina es de 15 mg/kg/dia dividido en 2 dosis,
administrado durante 3 semanas. El intervalo de 2 semanas sin amikacina se
utiliza para realizar estudios de monitoreo de la funcién renal y auditiva. Se
denomina 1 ciclo de tratamiento a la combinacion de T-S y amikacina durante 5
semanas. Se ha observado que la administracién sin interrupciones de 3 a 4
ciclos, resulta en una alta tasa de curacion en los pacientes con actinomicetomas.
De 56 pacientes tratados con este régimen, 55 tuvieron curacibn completa.
Alternativas en caso de resistencia o alergias, se recomienda el uso de amoxicilina

mas acido clavulanico, imipenem, carbapenem, entre otros (6,7,10,12).



2.11 ANTECEDENTES DIRECTOS

La atenuaciéon de microorganismos por diversos métodos permite que éstos
pierdan su virulencia. El mecanismo de accién de la atenuacién puede ser a través
de la exposicién de los agentes patégenos bajo nuevas condiciones como son: los
rayos UV, exposicién a calor, cambios genéticos, pases seriados o subcultivos
entre otros. A pesar de que estos métodos se han realizado desde hace mas de
un siglo, es poco conocido el proceso mediante el cual se generan las mutaciones
de los microorganismos. Por otro lado, el resultado es muy variable e impredecible
en cada microorganismo (35, 36).

El pasaje in vitro de microorganismos o también denominado subcultivo seriado es
un método muy sencillo y accesible el cual puede producir cambios importantes en
las caracteristicas fenotipicas de los microorganismos, asi como la eliminacién de
factores virulentos. Algunos ejemplos de microorganismos atenuados de esta
manera: virus de la rabia, poliovirus, sarampion, Escherichia coli, Mycobacterium
bovis entre otros (37).

Albert Calmette y Jean Marie Camille Guérin estudiaron durante 13 afos la
atenuacién de Mycobacterium bovis. Realizaron subcultivos seriados de M. bovis
en medio de cultivo que contenia bilis de buey en 230 pasajes y obtuvieron un
microorganismo atenuado al que llamaron bacilo de Calmette-Guérin(BCG). Al
realizar experimentos en animales con el pasaje No. 39 observaron que la cepa
era incapaz de matar animales y mostré desde entonces no tener reversion a su
estado virulento (38,39,40,41).

Del bacilo BCG se han derivado varias cepas en distintos laboratorios del mundo,

entre ellas estdn la BCG Pasteur la cual ha sufrido 1173P pasajes. Se realizé la



secuenciacion genoémica de esta cepa y se encontré un factor involucrado en la
atenuacion de BCG Pasteur que se denomina regién de diferencia 1 (RD1); ésta
constituye una delecién de 9.8 kb que produce la pérdida del sistema de secrecion
de proteinas ESX-1. Otra mutacién que reduce su virulencia es en la RD-2.

Sin embargo, la reintroduccion de este sistema RD1 a la cepa BCG Pasteur o
Rusia no mostré el desarrollo de su virulencia completa. Por lo tanto, existen otros

mecanismos aun no descritos en el proceso de atenuacién de la BCG (42).

En el caso de Nocardia brasiliensis en un estudio publicado en el 2011 se
procedi6 a subcultivar N. brasiliensis HUJEG-1 cada 3 dias, 130 veces
respectivamente en caldo infusion cerebro corazén y se procedié a probar la
virulencia en ratones BALB/C.Se observé que el subcultivo No. 130 disminuy6
significativamente la virulencia de este microorganismo. Se comprobé en varios
ensayos con ratones BALB/c en los cuales se inoculd la cepa original y la cepa
No. 130, observando que en esta ultima se desarrollo6 de forma parcial el
micetoma (43). A la fecha, no se conocen los mecanismos de resistencia ni los
factores de virulencia involucrados en la atenuacion de N. brasiliensis a través de
subcultivos.

La determinacion de los factores involucrados en la atenuacion de N. brasiliensis
es de utilidad para poder conocer los mecanismos de proteccidén de un huésped

frente a este patdgeno.



CAPITULO Il

3. HIPOTESIS

A) Hipétesis de trabajo:
Los cultivos seriados 200 veces in vitro producen disminucioén en la virulencia

de Nocardia brasiliensis.

B) Hipétesis nula:
Los cultivos seriados 200 veces in vitro no producen disminuciéon en la

virulencia de Nocardia brasiliensis



CAPITULO IV

4. OBJETIVOS

1. Subcultivar la cepa de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 en medio liquido por
200 pases.

2. Comparar la evolucién clinica e histopatoldgica del micetoma inducido con la
cepa no subcultivada vs la cepa subcultivada (No. 200).

3. Determinar la induccién de resistencia mediante la inoculacién de la cepa
subcultivada 200 veces.

4. Evaluar la sobrevivencia intracelular de la cepa subcultivada 200 veces en
macrofagos humanos ThP-1.

5. Identificar y comparar el proteoma intracelular y extracelular de Nocardia

brasiliensis cepa HUJEG-1 vs la cepa subcultivada 200 veces.



CAPITULO V

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Preparacion de 200 cultivos seriados in vitro de Nocardia brasiliensis

Se realizaron cultivos seriados de una cepa de N. brasiliensis identificada como

Hospital Universitario José Eleuterio Gonzalez, HUJEG-1 y registrada como

ATCC # 700358 subcultivada 130 veces previamente con el siguiente método:

1.

De un criotubo a -70°C que contenia el subcultivo No. 130 suspendido en
agar skim-milk tomar 2 asadas e inocularlo en placas de agar
Sabouraud. Incubar durante 72 horas a temperatura de 30°C.

Se tomd 1 — 2 colonias de la placa previamente inoculada y se colocaron
en un tubo de ensayo mas 3 gotas de solucién salina.

Se macer6 con una varilla estéril durante 30 segundos hasta formar una
pasta.

Se agregd solucion salina hasta obtener el grado de turbidez de 1
McFarland.

De ésta suspension se tomaron 1 —2 ml y se colocaron en 2 matraces de
125cc y con 33cc de medio de infusion cerebro corazdn(BHI) liquido. Se
dej6é en agitacion mecanica por 72 horas a 110rpm a una temperatura de
37°C.

Posteriormente al observar crecimiento de Nocardia brasiliensis, se
centrifugd durante 2 minutos a 2500rpm.

Se macero el botdn celular con solucién salina durante 1 minuto hasta

obtener el grado 1 McFarland y de esta suspension se tomaron 1 — 1.5



gotas con una pipeta Pasteur para inocular 2 matraces de 125cc con
33cc de BHI.

8. Se coloc6é en condiciones de subcultivo (agitacion durante 72hrs a
110rpm a 37°C) para obtener el subcultivo No. 131.

9. Se repitieron los pasos 6 al 8 sucesivamente hasta llegar al subcultivo

No. 200.

5.2 Preparacion del indculo de Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 y cepa
subcultivada 200 veces.

Para la preparacion del inéculo de N. brasiliensis cepa HUJEG-1 y del
subcultivo No. 200 se realiz6 el siguiente método para cada uno:

1. A partir de las placas agar sangre inoculadas con la cepa HUJEG-1 y con
la cepa No. 200 se tomaron 3 asadas y se maceraron con 2 gotas de
solucion salina durante 30 segundos en un tubo de ensayo con una
varilla estéril.

2. Se agregaron 3ml de solucién salina estéril y después de 5 minutos de
sedimentacion se tomaron del sobrenadante 0.5ml e se inocularon por
separado cada cepa en 3 matraces diferentes con BHI (50ml) los cuales
se incubaron en el shaker por 72 horas a 110rpm a 37°C.

3. Posteriormente se pas6 el contenido de cada uno de los matraces a
tubos plastico de 50 ml los cuales se centrifugaron a 2500 rpm durante
10 min a 25°C.

4. Se decant6 el sobrenadante y se agregd solucién salina para macerar el

botdn celular por 10 segundos.



Posteriormente se agregd solucion salina hasta 20 ml y se agité. Se dejé
reposar 5—15 minutos y se inoculdé con 1 ml de esa suspension de cada
cepa en cada uno de los 4 matraces de 2 litros con 500 ml con BHI
estéril.

Se pasé a condiciones de subcultivo en agitacién a 37°C, 110 rpm por 72
hrs.

Posterior a ésto se decantd el BHI de cada matraz dejando sélo el botén
celular, el cual se lavé en 3 ocasiones con solucion salina estéril y se
centrifugd a 100xg por 20 minutos a 25°C.

Se decanté el sobrenadante y se agregaron 20 ml de solucién salina. Se
centrifugé a 4000 rpm por 20 minutos.

Se ajustd el peso a 20 mg/50 pl.

5.3 Ensayo en ratones BALB/c

Se realiz6 un modelo experimental al que se infectdé con Nocardia

brasiliensis HUJEG-1 y su cepa atenuada 200 veces. Para la produccion

experimental del micetoma en los ratones BALB/c se siguié un método similar al

utilizado por Gonzéalez-Ochoa y cols.

Se infectaron 2 grupos de ratones BALB/c hembras, entre 8 y 12
semanas de edad, con una n= 20 cada grupo, proporcionados por el
bioterio del Centro de Investigacién Biomédica del Noreste, Instituto

Mexicano del Seguro Social en Monterrey, utilizando el inéculo de



Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 y cepa 200 previamente
preparados, en el cojinete de la pata trasera derecha.

2. Posteriormente se realizaron mediciones y evaluaciones de los cojinetes
plantares inoculados con la cepa HUJEG-1 y la cepa subcultivada 200
veces, de manera semanal, para observar el progreso de cada grupo y
hacer la comparacion clinica hasta completar 12 semanas.

3. La escala que se utilizé es (46):

0: sin datos de infeccién

+: leve eritema

++: eritema e induracion

+++: eritema, induracion y aumento de volumen, localizado sélo en la pata de la
extremidad inoculada.

++++: eritema, induracién, aumento de volumen localizado en la pata y muslo
de la extremidad inoculada.

4. Se sacrificaron 3 ratones de cada grupo y se enviaron biopsias del

cojinete plantar infectado en la semana 0, 3,5y 8.

5.4 Preparacion de la suspension de Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 y
cepa subcultivada 200 veces.
Dentro de la campana de seguridad, previamente limpiada y esterilizada con luz

ultravioleta por 15 minutos



9.

. Se maceraron la cepa HUJEG-1 con varilla de cristal en tubos de ensayo

con tapon de rosca estériles colocando 2-3 gotas de solucion salina
estéril.

Se agregaron 2 mL de solucién salina y se centrifugaron a 100xg por 10
minutos. Se repiti6 el mismo proceso con la cepa subcultivada 200
veces.

De la suspension de cada cepa se tom6 0.1 ml con una pipeta de 5 mL y
se colocaron en dos matraces Erlenmeyer conteniendo 50 mL de caldo
BHI.

Se taparon los matraces y se incubaron a 37°C por 72 horas a 110 rpm.
Después de 72 horas de incubacion, se pasoé el cultivo a un tubo cénico
de 50 mL (1 tubo por matraz de cultivo).

Se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos. Se lavé tres veces con
solucién salina estéril.

Después de cada lavado se decanto el sobrenadante.

Posteriormente se macerd en un tubo Potter pequefio el sedimento de
bacterias resultante durante 30 segundos y se agregaron 10 mL de
solucién salina estéril.

Se centrifug6 a 100xg durante 10 minutos.

10.Se paso el sobrenadante a un tubo cénico y se centrifug6 a 100xg

durante 10 minutos.

11.Se pasoé el sobrenadante a otro tubo cdnico y se centrifugé a 3500 rpm

durante 20 minutos.



12.Se decant6 el sobrenadante de cada cepa y se resuspendié el sedimento

con 2 mL de glicerol al 20% en agua destilada estéril.

13. Se prepararon alicuotas de cada cepa en crioviales para congelar a -

70°C.

5.5 Preparacion de PMN humanos y ensayos bactericidas

1.

8.

9.

Previo consentimiento informado se obtuvieron 25 ml de sangre de un
voluntario sano.

Se colocaron 5 ml de medio para separar los PMN (Polymorphprep®
Sigma Aldrich) en un tubo falcon de 15 ml.

Se anadieron de forma lenta 5 ml de sangre a los tubos con
polymorhprep® Sigma Aldrich con una pipeta Pasteur, evitando tener
contacto con éste.

Se centrifugd la muestra a 500 RCF, durante 35 min a temperatura de
20-25°C.

Se obtuvo la separacion de la sangre en 6 bandas (Fig. 5).

Se recolectaron y eliminaron las primeras tres bandas.

Se recolectaron los PMN y la capa debajo de éstos (42 y 52 capa) y se
colocaron en un tubo estéril de 15 ml.

Se diluyé la muestra a 10 ml con la solucién de Hank sin calcio/Mg.

Se centrifug6 a 350 RCF durante 10 min a temperatura de (20 a 25°C)

10. Se obtuvo un botdn celular el cual contenia PMN Yy eritrocitos.

11.Después de haber retirado el sobrenadante, se anadido 2 cc de Buffer

para lisar eritrocitos.



12.Se colocaron en el vortex a velocidad de 3-4 (evitar mayor velocidad
debido a que se activan los PMN)

13.Se centrifugd a 250 RCF durante 5 min y se repitio la lisis.

14.Se retird el sobrenadante y se suspendié el boton celular en 500 ml de
solucién de Hank sin calcio/Mg.

15.Se coloc6 en el vértex y se anadié solucién de Hank hasta 10 ml.

16.Se centrifug6 a 250 RCF durante 5 min.

17.Se retird el sobrenadante.

18.Se suspendio el boton en 250 ml del medio RPMI méas albumina humana.

5.51 Conteo de PMN en la camara Neubauer

1. Se tomaron 5 ul de los PMN aislados previamente y se colocaron en
un criotubo.
2 Se agregaron 45 pl de acido acético al 2% para tener una dilucién 1:10.
3 Posteriormente se realizdé una dilucién 1:50 con 10 ul de la dilucién
1:10 mas 40 ul de acido acético.
4 De esta dilucién se tomaron 10 pl y se colocaron en el hemocitometro.
5 Se contaron los PMN en los 4 cuadrantes externos utilizando la
siguiente formula para el conteo de éstos:

a. Num. PMN’s = (suma de células/# cuadros) (factor de

dilucién)(10000).

6.La viabilidad de los PMN se determind por exclusion con azul tripan.

7.Se afnadieron 45 ul de azul tripan y se coloco 1 gota en el portaobjetos.



8.Se observo a un aumento de 40x y se determiné el nimero de células
muertas (azules) en 100 células contadas.

9.Se realz6 este paso en un tiempo menor a 5 minutos debido a que se
inactivan los PMN.

10.La viabilidad se consider6 adecuada si existen menos del 5% de PMN

muertos.

5.52 Infeccién de PMN con N. brasiliensis cepa HUJEG-1 v pase 200.

1. Se ajusto la cantidad de PMN a 1 x 108 por cada 100 pl.

2. Se colocaron 100 ul en cada uno de los 24 pozos de una microplaca.

3. Se ajustd la suspension de la cepa HUJEG-1 y del pase 200 a 3 x 108
por cada 100 pl.

4. Se colocaron 100 pl de la cepa HUJEG-1 en cada uno de los 12 pozos
previamente con PMN y 100 ul del pase 200 en cada uno de los otros 12
pozos con PMN.

5. Se dejo incubar la placa con los 24 pozos a 37°C en una incubadora de
CO2 sobre una plataforma con agitacién gentil para facilitar el contacto
entre bacterias y PMN.

6. En tiempos especificos a las 0, 60, 90 y 180 min se les afadié (cada
muestra por triplicado):

a. Agua estéril destilada (0.8 ml)



b. La preparacion de los PMN rotos por el agua destilada se
diluyeron a 1:10 y se colocaron por triplicado en placas de agar
BHI.

C. Usando este procedimiento se determiné la recuperacion

cuantitativa de las bacterias.

5.6 Filtrado de Nocardia brasiliensis en RPMI-1640 cepa HUJEG-1 y cepa

subcultivada 200 veces (proteinas extracelulares)

5.61 Preparacién de RPMI-1640

1.

Se prepararon 2 matraces estériles de 2 litros con 500 mL de RPMI-1640
cada uno.

Se mezclaron 10.39 gramos de RPMI-1640 en 1 L de agua bidestilada, con
calor hasta que el medio se encontr6 homogéneo.

Se ajusté el pH de 7.2 a 7.4 con un potencidémetro.

Se esterilizé mediante filtracién por vacio con el sistema Stericup.

Se colocaron 500 mL en cada matraz y se refrigeraron.

5.62 Inoculacion de RPMI-1640

1.

Del in6culo de la cepa HUJEG-1 y la cepa subcultivada 200 veces se vertid
cada uno en un tubo falcon de 50 mL y se centrifugd a 2500 rpm durante 3
minutos.

Se decant6 el sobrenadante cuidadosamente para no desprender botdn.

Se agregaron aproximadamente 3 mL de solucién salina para desprender

botdn y se vacié el contenido en un tubo Potter.



Se maceré por no mas de 12 segundos.
Se tomaron 1.6 mL del macerado de cada cepa y se inoculé cada matraz
con RPMI-1640 con la cepa correspondiente.

Se colocaron en agitacion mecénica a 110 rpm (37°C) durante 15 dias.

5.63 Filirado de Nocardia brasiliensis en RPMI-1640

1.

Después de los 15 dias de haber inoculado el medio de RPMI-1640 con la
cepa HUJEG-1 y la subcultivada 200 veces se filir6 con gasas cada matraz.
Posteriormente se filtr6 con conos de papel filtro en dos ocasiones.

Se vertid cada filtrado en un stericup con capacidad de 500 mL y mediante
vacio se filtraron.

Se etiquetd cada frasco con la cepa correspondiente y se guardd en

refrigerador a 4°C.

5.64 Liofilizado de filtrado de Nocardia brasiliensis en RPMI-1640

1.

Se vaciaron los filtrados de la cepa HUJEG-1 y la subcultivada 200 veces
en tubos para liofilizar, se cubrié con parafilm y papel aluminio.
Se colocd hielo seco mas acetona en un contenedor para congelar los
filtrados, se giraron para que el hielo se adhiriera a las paredes.
Una vez congelados se colocaron en la liofilizadora y se dej6 durante 24
horas aproximadamente, hasta que no se observaran restos de hielo; una

vez liofilizado realizamos la purificacion de proteinas mediante dialisis.



5.65 Didlisis de liofilizado de filtrado de Nocardia brasiliensis en RPMI-1640

1.

Se resuspendié cada liofilizado en 10 mL de solucién salina estéril y se
colocaron en la membrana de dialisis.

Se sujeté cada extremo de la membrana con los clips y se colocaron en el
matraz de 2 L con agua bidestilada fria; se refrigeraron a 4°C.

Se realizaron 4 cambios de agua bidestilada, el primer cambio se realizé a
la hora.

Se vacioé el contenido de cada membrana en los tubos Falcon y se
centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos.

Se colocé el sobrenadante de cada Falcon en los viales y se congeld a una
temperatura de -70°C.

Posteriormente se liofilizé durante 1 hora cada dialisis de la cepa HUJEG-1
y la subcultivada 200 veces, hasta que no se observara restos de hielo.

Se almacend a -20°C.

5.7 Extracto total de Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 y cepa

subcultivada 200 veces (proteinas intracelulares)

1. Se lavo con agua bidestilada a 50°C durante 3 ciclos la cepa HUJEG-1 y la

subcultivada 200 veces. Se centrifugd entre cada ciclo a 2500 rpm durante

Bminutos.

2. Se lavo con éter etilico cada cepa (4 a 5 veces).

3. Del concentrado bacteriano obtenido diluimos con PBS adicionado con 0.5%

de Triton X-100 para obtener una concentracion de ~800 mg/mL.



Se transfiri6 1 mL de cada suspension a tubos que contienen perlas de silice.
Se centrifug6 a 5000 rpm durante 5 minutos.

Decantamos el sobrenadante.

Se agregé 1 mL de TBS 100 mM pH 7.4 0.5% de TRITON X-100 adicionado
con el céctel inhibidor de proteasas libre de EDTA de Boehringer Manheim
(Roche).

Se procesaron 5 ciclos cada cultivo en el FAST-PREP en ciclos de 45
segundos a velocidad de 6.0 con intervalos de 2 minutos en hielo (para evitar
desnaturalizacién de proteinas intracelulares).

Se realizé la tinciéon de Kinyoun en cada ciclo, para comprobar la viabilidad y

lisis celular.

10. Se distribuyé en alicuotas el volumen deseado y congelamos a -70°C.

5.8 Electroforesis en geles de poliacrilamida al 12%

1.

Se colocaron los vidrios en el sostenedor sobre una base limpia y bien
nivelada.

Se tom6 1 mL de agarosa al 1% y se colocé en la superficie, inmediatamente
se colocaron los vidrios, y se espero a que solidificara.

Se prepararon 5 mL del gel separador y se vertié entre los cristales, se espero
una hora a que solidifique.

Una vez solidificado se retird el excedente de agua bidestilada.

Posteriormente se prepararon 3 mL del gel concentrador y se coloco entre los
cristales e inmediatamente se colocd el cepillo (Fig. 6); se esperd 30 minutos a

que solidifique.



a) Colocacién de la muestra:

Muestras:

Filtrado de Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 y cepa subcultivada 200
veces de RPMI-1640.

Extracto total de Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 y cepa subcultivada
200 veces.

Marcadores:

SDS reducing sample buffer: B-mercaptoetanol 12.5 uL + Stock sample
buffer 237.5 uL.

Se realizé dilucién 1:20 19 uL SDS reducing sample buffer + 1 uL marcador
estandar.

. Se colocaron 15 uL de cada una de las muestras en tubos Eppendorf y

se agregaron 5 uL de sample buffer 5X.

. Se hirvid en agua durante 2 minutos y se colocaron las muestras y el

marcador.

. En la camara de electroforesis se colocaron los cristales con el gel

previamente elaborado.

. Se coloco el buffer de corrimiento al 1X en la camara interna y externa.
. Se realiz6 una dilucién 1:5

. Se tomaron 20 uL de cada muestra 'y 10 uL del marcador y lo colocamos

en los carriles del gel ya montado en la cdmara de electroforesis.

. Se conectd el modulador de voltaje a la camara de electroforesis y se

dejé correr el gel con un voltale de 80 mV durante una hora

aproximadamente.



8. Se retir6 el gel del cristal y se aplicé la tincidn con coomasie brilliant blue
durante una hora aproximadamente.

9. Se destind con metanol-acido acético

10.Se capturé la imagen del gel con el scanner, Molecular Imager GS-800

Calibrated Densitometer.



CAPITULO VI

RESULTADOS

6.1 Cambios fenotipicos del subcultivo No. 200 de N. brasiliensis HUJEG-1
Se observaron cambios fenotipicos significativos en la cepa de N. brasiliensis
subcultivada 200 veces (cepa B), entre ellos, la perdida de la capacidad de
formar microcolonias en el medio liquido de BHI (Fig. 7), presentando un
crecimiento turbio del subcultivo. Al realizarle la tincion con Ziehl-Neelsen y
Kinyoun modificado su &cido alcohol-resistencia estaba ausente a diferencia de

la cepa silvestre (cepa A).

Fig. 7 Cambios biolégicos de Nocardia brasiliensis en medios de cultivo BHI, a) Cepa T0 se observa la
formacion de pequefias microcolonias, b) Después de 200 pasajes las nocardias crecieron en una
suspension homogénea.




En el crecimiento en placas de agar BHI de la cepa subcultivada se formaron
colonias blanquecinas en forma de anillo irregular.
Se realizaron pruebas bioquimicas resultando en hidrdlisis similar en ambas

cepas (Tabla I).

Cepa A Cepa B

Ureasa + +
Xantina = -
Hipoxantina + 4
Caseina + +
Tirosinasa + +

Tabla I. Comparacién de las pruebas

bioquimicas de la cepa TO y cepa T200

Durante la preparacion de la extraccidn intracelular de proteinas, al lavar las

cepas con cloroformo:metanol se observo un cambio en la densidad de la masa



celular de la cepa B, la cual fue 0.04941 veces menor que la cepa A (Fig. 8).

a) Cepa A b) Cepa B

Fig. 8 Cambios en la composicion de la pared celular de N. brasiliensis P-200. A) Suspension
del P-0 en cloroformo-metanol. La masa celular permanecio en la parte inferior del tubo. B)
Suspension del P-200 en el mismo solvente. La masa celular bacteriana se localizo entre

ambos solventes.

6.2 Resultados del modelo de infeccion experimental con ratones BALB/c

La comparacion de 40 modelos experimentales de micetoma en ratones BALB/c
con la cepa silvestre HUJEG-1 (n= 20 grupo control) y con la cepa subcultivada
200 veces (n= 20 grupo experimental) denota que existe una reaccidn
inflamatoria similar en la primer semana post-inyeccion del inéculo y que tiende
a seguir el mismo patron hasta la semana No. 5 aproximadamente (Anexos A'Y
B). A la semana No. 12 se puede observar el desarrollo del actinomicetoma con
una marcada diferencia en el tamano de los cojinetes plantares, teniendo en el
grupo control (inoculados con la cepa HUJEG-1) una media de 4.9 x 5.5 mm vs
2.3 x 3.5mm en el grupo experimental (inoculados con la cepa 200 veces

subcultivada) (Fig. 9).



Los ratones infectados con la cepa silvestre desarrollaron actinomicetoma de 3
a 4 cruces en un 95% (19/20 ratones) a diferencia del grupo experimental

donde se desarroll6 la infeccidén con 3 cruces en un 5% (1/20 ratones) (Fig. 10).

Medicién del cojinete plantar en ratones BALB/c

Alto x Ancho (mm)

0 2 4 6 8 10 12 14

Semana

—&— Pase 200
—O— Pase cero

Fig. 9 Medicion semanal del cojinete plantar (alto x

ancho)

Fig. 10 Semana 12 post-infeccion con a) cepa T0 y b) cepa T200

6.3 Resultados de la induccion de resistencia
Los resultados del grupo experimental previamente inoculado con la cepa

subcultivada 200 veces e inmunizado con 5x10° bacterias de N. brasiliensis en



el dorso, fueron los siguientes: a la semana 1 tuvieron una reaccion inflamatoria
similar que la del grupo control (media de 5.1 x 5.3 mm vs 5.2 x 5.6 mm
respectivamente) la cual fue disminuyendo hasta la semana No. 5. A partir de
esa semana, los ratones del grupo control desarrollaron micetoma de tres a
cuatro cruces en un 90% (19/20 ratones) a diferencia del grupo experimental
donde el desarrollo de la infeccién de tres cruces se observd sélo en el 5% de

los ratones (1/20 ratones).

6.4 Resultados histopatolégicos de la lesion.

Las biopsias del cojinete plantar afectado mostraron que a la semana uno,
tanto en el grupo control como en el experimental presentaban un abundante
infiltrado inflamatorio de células mixtas, con predominio de neutréfilos en el
centro y células monociticas en la periferia. Este infiltrado de tipo
granulomatoso persistia en la semana tres en ambos grupos, sin embargo, en
la 52 semana se observé en el grupo experimental mayor cantidad de tejido
fibroso y el infiltrado inflamatorio era mas homogéneo y monocitico mientras
que en el grupo control continu6é la formacién de microabscesos con un
infiltrado inflamatorio mixto. Estas condiciones persistieron en las siguientes

semanas (Fig.11).



GRUPO TO GRUPO T200
o (CONTROL)

-

SEMANA 5

Fig. 11 Biopsias del cojinete plantar, en ratones BALB/c hembras, 5% semana post-
inoculacion con N. brasiliensis a) cepa no subcultivada: se observaron microabscesos
con infiltrado inflamatorio mixto, b) cepa subcultivada 200 veces: se observé mayor

cantidad de tejido fibroso y un infiltrado mononuclear.

6.5 Resultados de la infeccion con PMN's

La infeccion de los neutréfilos humanos con ambas cepas demostré que la cepa
200 veces subcultivada (cepa T200) fue digerida por los PMN mas facilmente
que la cepa A.

A las 0 horas las unidades formadoras de colonias (UFC) de la cepa T200 eran
de ca. 4x108UFC; esta cantidad disminuy6 a las 3 horas a 2x10° UFC y a las 6
horas a 1x10% UFC. La cantidad de UFC de la cepa A aument6 a las 3 horas a

ca. 2.5x108UFC y a las 6 horas present6 un crecimiento de 3.6 x 108 UFC.
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Fig. 12. Curva de fagocitosis por PMN’s de la cepa TO y cepa T200

A nivel de microscopia 6ptica los filamentos de N. brasiliensis de la cepa B se
observaban mas fragmentados a diferencia de la cepa A, los cuales se

encontraban formando grupos de filamentos mas largos.

. \ ‘ . Fig. 13. Infeccién a las 3
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6.6 Resultados del analisis de proteinas

Los cambios que se observaron en los marcadores SDS-PAGE’s Broad-Range
de Biorad al 12%, tefiidos con azul de Coomasie R-250 fueron la ausencia de
bandas proteicas en el extracto total intracelular, asi como en el filirado de

proteinas extracelular de la cepa subcultivada 200 veces.

Cepa TO Cepa T200 Cepa TO Cepa T200

Extracto crudo total Filtrado de RPMI-1640

Fig. 13. SDS-PAGE’s al 12%. Extracto celular crudo y filtrado de proteinas en RPMI-1640
Cepa TOy cepa T200




El resultado de un analisis bidimensional de proteinas para una identificacion
mas clara de estas proteinas demostr6 la ausencia de ciertas proteinas en el

extracto celular crudo del pase 200, las cuales se pueden observar en la

siguiente figura.

M M
Cepa 7O Cepa T200

Fig. 14. Analisis bidimensional de proteinas




Se redujo el pH del gel bidimensional a 4 - 7 para tener un mayor aumento y

mejor visualizacién de estas proteinas, observando los siguientes resultados:

-— po—
— : —
L nd 5 DU R - I
- . I . -/
a‘/ O
o“?f—‘] O'O<—J

CFP Cepa TO CFP Cepa T200

Fig. 15. Anéalisis bidimensional de proteinas pH 4 a7

Las proteinas obtenidas del extracto total se encontraban entre los estandares
de 66.2kda-45kda asi como entre 21.5kda-14.4kda; y las proteinas de interés

del filtrado de rpmi-1640 estaban en un rango de 31kda y entre 14.4-6.5kda.



DISCUSION

Nocardia brasiliensis es un actinomiceto sapréfito responsable de originar
micetoma en el humano. La infeccién es crénica, avanza lentamente y cuando
permanece sin tratamiento puede resultar en una eventual discapacidad
funcional (6,11,12).

Se han utilizado diversos métodos que provocan cambios en la virulencia de los
microorganismos, entre ellos estan los pasajes seriados también conocidos
como subcultivos, la exposicion del microorganismo a radiacién UV, al calor o
frio.

Entre las bacterias atenuadas por medio de subcultivos se encuentra la cepa de
Mycobacterium bovis, también conocida como bacilo de Calmette-Guérin
(BCG). Esta fue atenuada mediante 231 pasajes seriados en cultivos de patatas
impregnadas con bilis de buey, durante un periodo de 13 afos, obteniendo
empiricamente una vacuna ampliamente utilizada en la actualidad. Otras
vacunas virales atenuadas con la técnica de los subcultivos son la de polio,
sarampion, paperas, rubéola y varicela.

La virulencia de Nocardia brasiliensis no ha sido completamente dilucidada.

En esta tesis se evaluaron los efectos de N. brasiliensis subcultivada 200 veces
in vivo e in vitro con ratones BALB/c y neutréfilos humanos respectivamente,
para tener una mayor informacion sobre los mecanismos de virulencia de esta
bacteria para entender mejor su patogenia.

Los cambios bioldgicos que se observaron en la Nocardia subcultivada fueron

un crecimiento mas rapido y homogéneo de ésta en los cultivos BHI. Ademas,



la densidad celular disminuy6 por probables cambios bioquimicos en la pared
celular; ésto puede ser la causa de su comportamiento biolégico al no inducir la
formacién de lesiones subcutaneas en los ratones.

El uso de la electroforesis en gel de dos dimensiones nos ayuda a identificar,
interpretar y comprender los mecanismos de virulencia asociados a las
proteinas del microorganismo. La cepa subcultivada 200 veces se analizé por
este método, encontrando la ausencia de algunos puntos proteicos en los
filtrados extracelulares, y en los extractos celulares crudos. Se realizd un
analisis de secuenciacion de aminoacidos por BLAST, identificando uno de
estos puntos proteicos como la co-Chaperonina GROES de 10kDa.

La co-chaperonina GroES o Cpn10 ha sido estudiada en diferentes organismos
como Escherichia coli, Vibrio harveyi, Bartonella bacilliformis, Agrobacterium
tumefasciens; asi como en Mycobacterium tuberculosis donde ha mostrado ser
una de las mas abundantes proteinas encontradas en los filtrados de cultivo. La
Cpn10 es importante en el plegamiento adecuado de proteinas.

A pesar de la ausencia de esta proteina en el subcultivo 200 de Nocardia
brasiliensis HUJEG-1, se necesitan corroborar estos hallazgos con mas
estudios, como las secuencias de los genes de interés y hacer un analisis

retrospectivo de la posible pérdida de los genes y su expresidn in vitro.



a)

CONCLUSIONES

El subcultivo No. 200 tuvo cambios fenotipicos importantes entre
ellos:

e La pérdida parcial de su &cido-resistencia

e Laincapacidad de formar microcolonias en cultivo de agar BHI

e Ladisminucion en la densidad celular

e Ladisociacion en sus filamentos

Después de 200 cultivos seriados in vitro se, disminuyé
importantemente la capacidad de N. brasiliensis HUJEG-1 para

desarrollar actinomicetomas en ratones.

Los PMN’s fagocitaron con mayor facilidad al subcultivo No. 200 de
N. brasiliensis, por lo que tuvo una menor sobrevivencia frente a los

PMN’s en comparacion con la cepa sin subcultivar.

En el analisis proteico en dos dimensiones se encontré la

desaparicion de puntos proteicos, en la cepa subcultivada 200 veces.



ANEXOS

Geles de poliacrilamida al 12%

1. Reactivos
a) SDS-PAGE (SEPARADOR)

5mL
Agua bidestilada 1.7mL
TRIS-HCI 1.5M, pH 8.8 1.25mL
SDS 10% 0.025mL

Acrilamida-bisacrilamida 2mL

Persulfato de amonio 0.25mL
(APS) 10%
TEMED 0.0025mL

b) SDS-PAGE (CONCENTRADOR)

3mL
Agua bidestilada 1.845mL
TRIS-HCI 0.5M, pH 6.8 0.75mL
SDS 20% 0.015mL

Acrilamida-bisacrilamida 0.402mL

Persulfato de amonio 0.015mL
Buffer
(APS) 10%

corrimiento
oH TEMED 0.003mL 83




TRIS-BASE 15 gramos

Glicina 72 gramos

SDS 5 gramos

TOvs T130

95% CI for the Mean

Grosor del cojinete plantar
(mm)

2| &4
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Fig. 1 Evolucién natural de ratones BALB/C inoculados con N.
brasiliensis HUJEG-1 sin subcultivar y subcultivo 130.



CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DE UN ADULTO
para la OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA LA SEPARACION DE NEUTROFILOS
HUMANOS

Esta forma de consentimiento pudiera contener palabras que usted no comprenda. Por favor
pida al doctor del estudio o a uno de los integrantes del personal del estudio que le expliquen
cualquier palabra que usted no conozca, o cualquier informacidon que no sea clara o que sea
confusa.

INVESTIGADOR (DOCTOR DEL ESTUDIO): Dra. Carolina Gonzalez Carrillo

DIRECCION DEL(OS) CENTRO(S) DE ESTUDIO: Hospital Universitario “Dr. José E.
Gonzalez” Av. Madero v Gonzalitos S/N esq. Dr. Eduardo Aguirre Pequefio, Col. Mitras
Centro, CP 64460, Monterrey, Nuevo Ledn, México.

NUMERO(S) DE TELEFONO EN HORAS DE OFICINA Y DESPUES DE HORAS HABILES: _ 83 48 14
65 ext.313

PROPOSITO DEL PROYECTO

Se le esta solicitando su participaciéon en un estudio de investigacion sobre separaciéon de
neutrdfilos (células de la sangre que estan involucrados en el sistema inmunoldgico). En este
estudio deseamos examinar muestras biolédgicas (sangre) en personas sanas.

OBJETIVO

El objetivo de esta forma de consentimiento es darle informacién a fin de que usted pueda
decidir si quiere proporcionar muestras biolégicas (sangre) para la separaciéon de neutrdfilos
humanos. El doctor del estudio colectard la muestra y la informacién, con la finalidad de
generar un Banco de Muestras y Datos, mantenidos bajo estricta confidencialidad
conjuntamente en el Departamento de Dermatologia y el Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina de la UANL.

ANTECEDENTES

El estudio tiene como objetivo recaudar neutréfilos humanos de voluntarios sanos con
el fin de utilizarlos en un modelo experimental in vitro para valorar la respuesta
inmunolégica cuando éstos sean infectados con Nocardia brasiliensis.

Nosotros pretendemos describir y estudiar la virulencia de la Nocardia brasiliensis en
polimorfonucleares.

Para lograr ésto, nosotros estudiaremos in vitro los neutréfilos humanos para observar
la respuesta inmunoldgica secundaria a la infeccién por Nocardia brasiliensis.

PROCEDIMIENTO
Si usted acepta participar en este proyecto de investigacion, no se afectara de manera
absoluta el tratamiento médico que se le recomiende o su eleccion de médico para



realizar el tratamiento. Nosotros obtendremos de usted la siguiente informacién y las
siguientes muestras bioldgicas:

Informacion Demografica: Se le solicitara la siguiente informacién: fecha de
nacimiento, antecedentes médico, se le preguntard si ha estado sometido a situaciones
estresantes o si ha sufrido algun trastorno sicolégico.

Muestras Bioldgicas: El personal del estudio extraerd una muestra de sangre de una
vena del brazo que serd recolectada en 5 tubos (aproximadamente 25 ml en total). Esta
muestra es adicional a cualquiera de las muestras de sangre que se le extraigan para los
fines de su atencién médica o para el ensayo clinico principal.

RIESGO/BENEFICIO

Usted puede sentir algunas inconveniencias razonables y algunos otros riesgos si
decide participar en estos estudios. La introduccion de una aguja en la vena para la
obtencion de sangre puede producir molestias. Puede haber una lesidon pequefa vy
existe una remota posibilidad de infeccidn en el sitio de la puncién. Usted puede sentir
mareo o desvanecimiento durante la toma de la muestra de sangre.

Ninguno de los exdmenes generara un beneficio directo e inmediato para usted, pero
estos pueden ayudarnos a conseguir otras nuevas formas para identificar, prevenir y
tratar la infeccion por Nocardia brasiliensis en otros pacientes con la misma
enfermedad que lo afecta. Es posible que su participacion pudiera contribuir al
conocimiento de las causas de las condiciones médicas o pudiera ayudar al desarrollo
de nuevos medicamentos o métodos para detectar o tratar la enfermedad.

Existe el riesgo remoto de que la informacidén de su registro de investigacion pueda
afectar aplicaciones para seguro de vida, y para trabajo, tanto personales como de
otros miembros de su familia. Por estas razones, cualquier informacién personal que
nos suministre sera mantenida con la maxima privacidad.

OPCIONES
Usted puede decidir no participar en este estudio.
Su participacién en esta investigacién es voluntaria.

CONFIDENCIALIDAD

Cualquier cosa que sepamos sobre usted en este estudio se mantendrda de manera
estrictamente confidencial. Si publicamos los resultados del estudio en un articulo de
una revista médica o en un libro, nosotros no lo identificaremos a usted de ninguna
manera. Tomaremos las medidas necesarias para mantener toda su informacién en

privado.
No se le notificara el momento en que se realice investigaciones adicionales, y no se
obtendra consentimiento informado adicional de usted. La investigacion adicional estara



limitada por la informacion original de salud que sea colectada en la forma de reporte de caso
durante el ensayo clinico principal y que haya sido discutida en este consentimiento informado.

Costos:

No se le cobrarad por ninguno de los andlisis requeridos ni por los procedimientos realizados
durante su participacién en esta enmienda. La visita a la clinica y la extraccion de muestras
biolégicas asociadas con la conduccidon de esta enmienda se proporcionan sin costo si usted
participa.

Nuevos hallazgos:
Se le proporcionaran todos los nuevos hallazgos, descubiertos durante el curso de este estudio
de investigacién, que pudieran cambiar su decision de participar en esta enmienda cuando
estén disponibles.

Retiro del consentimiento y destruccion de las muestras:

Usted podria retirar este consentimiento y terminar su participacion en la investigacion de
ATENUACION DE NOCARDIA BRASILIENSIS MEDIANTE 200 CULTIVOS SERIADOS IN VITRO arriba
descrita sin afectar su participacién en el ensayo clinico principal.

Para retirar su consentimiento, usted debe contactar al doctor del estudio al nimero telefénico
indicado en la primera pagina del formato, ya que sdlo él/ella tiene acceso a toda su
informacién que le identifica. El doctor del estudio conservara los registros que vinculan la
informacién que le identifica (por ejemplo, su nombre y la informacién de contacto) con su
muestra codificada de sangre y la informaciéon de salud, durante el periodo de tiempo
requerido por la ley aplicable. Si usted retirara su consentimiento para la investigacion, usted
podria solicitar que su muestra de sangre, sean destruidos y que ya no se usen en y otras
investigaciones relacionadas. El grupo de investigacién tendrd el derecho de conservar y usar
cualquiera de los resultados de la investigacién que obtengamos antes del retiro de su
consentimiento.

Preguntas/ Informacion: Si tuviera alguna pregunta respecto a esta coleccién de muestrao a la
investigacion de farmacogenética o si sufriera alguna lesidn causada por el procedimiento de
coleccion de la muestra, usted deberd contactar al médico responsable del proyecto en el
numero telefénico indicado en la primera pagina.

Si tuviera alguna pregunta acerca de sus derechos como sujeto del estudio, debera contactar a
REPRESENTANTE DEL COMITE:

CENTRO / HOSPITAL DEL ESTUDIO: Subdireccion de Investigacion- Planta Baja de la
Biblioteca de la Facultad de Medicina del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”

NUMERO(S) DE TELEFONO: 83-29-40-50 Extensién 2870 a la 74.

El consejo institucional de revisién o el comité de ética son grupos de médicos y de individuos
no médicos que han revisado la informacién del estudio teniendo en mente la proteccién del
sujeto.

Consentimiento: He leido la informacidn anterior que describe la coleccion de las muestras
bioldgicas y todas mis preguntas referentes a la coleccién de mi muestra y a la informacién



médica/de salud para la investigacion relacionada han sido respondidas a mi satisfaccion.
Acepto proporcionar muestras bioldgicas y permitir que mi informacién de salud se use y se
divulgue para la investigacién de ATENUACION DE NOCARDIA BRASILIENSIS MEDIANTE 200
CULTIVOS SERIADOS IN VITRO como se describe arriba. Entiendo que recibiré una copia
firmada de esta forma de consentimiento.

ENTIENDO QUE ESTOY EN MI DERECHO DE SOLICITAR CUALQUIER
ACLARACION Y OBTENER INFORMACION SOBRE LA INVESTIGACION QUE
SOLICITE EN CUALQUIER MOMENTO DEL DESARROLLO DE LA MISMA.
ADEMAS, ENTIENDO QUE ESTOY EN LA LIBERTAD DE RETIRARME EN EL
MOMENTO QUE DESEE Y SI TOMO ESTA DECISION NO ME AFECTARA EN
FUTUROS TRATAMIENTOS QUE REQUIERA EN EL HOSPITAL UNIVERSITARIO.

ENTIENDO QUE LA INFORMACION OBTENIDA DE LA INVESTIGACION SERA
MANEJADA EN FORMA CONFIDENCIAL Y QUE EN NINGUN MOMENTO SE
VIOLARA MI PRIVACIDAD.

ADEMAS, EL HOSPITAL UNIVERSITARIO DE LA U.AN.L, ESTARA EN LA
DISPOSICION DE BRINDARME TRATAMIENTO MEDICO O QUIRURGICO SIN
COSTO, EN CASO DE QUE RESULTARA DANADO DIRECTAMENTE POR
CUALQUIERA DE LOS PROCEDIMIENTOS DEL PROYECTO DE
INVESTIGACION, Y EN CASO DE DANO PERMANENTE, TENDRE DERECHO A
SER INDEMNIZADO DE ACUERDO AL DANO SUFRIDO.

SU FIRMA INDICA QUE USTED HA DECIDIDO TOMAR PARTE EN ESTE
PROYECTO Y QUE HA LEIDO Y ENTENDIDO LAINFORMACION
PROPORCIONADA Y EXPLICADA PERSONALMENTE.

NOMBRE DEL SUJETO FECHA

FIRMA DEL SUJETO

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR

NOMBRE DEL INVESTIGADOR FECHA



FIRMA DEL INVESTIGADOR

NOMBRE Y FIRMA DE LOS TESTIGOS

NOMBRE DEL PRIMER TESTIGO FECHA

FIRMA DELTESTIGO

Direccién del primer testigo

Relacién con el paciente

NOMBRE DEL SEGUNDO TESTIGO FECHA

FIRMA DEL TESTIGO

Direccién del segundo testigo

Relacioén con el paciente
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