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RESUMEN

|.B. Benito Briones Bautista Fecha de Graduacion: Julio, 2025

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo del estudio: DESARROLLO DE UN MODELO EXPERIMEN]‘AL DE
MICETOMA POR Ag:tinomadura madurae Y CUANTIFICACION DE
ANTICUERPOS ESPECIFICOS EN RATONES BALBI/C

Numero de paginas: 93 Candidato para el grado de Maestro

en Ciencias con Orientacion en
Inmunologia Médica

Area de estudio: Inmunologia

Propésito y disefio del estudio: El micetoma es una infeccion inflamatoria, cronica,
granulomatosa que afecta a poblaciones socioeconémicamente vulnerables y si no es
tratada puede llevar a afectaciones como deformacién, amputacion o la muerte.
Actinomadura madurae es el 2do agente causal bacteriano mas comuin a nivel mundial, sin
embargo, aun no se entiende en tu totalidad su inmunopatologia. Los modelos
experimentales han sido de utilidad para reproducir la enfermedad del humano y estudiar
mecanismos que participan en su desarrollo y resolucion, asi como probar blancos
terapéuticos; sin embargo, intentos previos con este microorganismo no han sido exitosos
en establecer la enfermedad. Como objetivo de este trabajo, se propusieron esquemas de
reinfeccién para analizar las caracteristicas clinicas propias de la enfermedad, asi como la
histopatologia del sitio infectado para confirmar el establecimiento del micetoma. También,
se determinaron anticuerpos IgM e IgG en los diversos esquemas de reinfeccion.

Contribuciones y conclusiones: En los esquemas infecciones repetidas utilizados no
se observé el establecimiento del micetoma, pero en la histopatologia, si se identificaron
diferentes subpoblaciones celulares caracteristicas de un proceso inflamatorio, con
indicadores de lesion tisular, pero ausencia de microcolonias. Ademas, se demostré la
presencia de anticuerpos especificos IgM e 1gG en todos los grupos de reinfeccién, al no
dar reaccion cruzada frente a antigenos de otros agentes causales del micetoma.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 El micetoma

El micetoma es una enfermedad infecciosa, inflamatoria, granulomatosa y
cronica que puede ser causada por agentes fungicos, y se denomina
eumicetoma, o bacterianos, donde recibe el nombre de actinomicetoma [Fahal,
2004]. Esta enfermedad afecta a la piel, tejido subcutaneo y en casos graves o
desatendidos, puede llegar a afectar estructuras profundas como las
articulaciones y huesos [Zijlstra, 2016]. EI micetoma tipicamente se presenta
como una triada de signos caracteristicos, los cuales consisten en la aparicion
de un edema subcutaneo similar a tumoraciones, formacion de multiples senos y
fistulas en el tejido subcutaneo y la descarga de pus con granos, los cuales
contienen el agente infeccioso en su interior como se muestra en la figura 1 [Hao,
2022 y Verma, 2019]. Cabe destacar que incluso en casos donde la enfermedad
se presenta de manera extensa por el cuerpo, no se presentan manifestaciones
sistémicas o la presencia de dolor. En algunos casos donde existe afectaciones
a las regiones de térax, cabeza o cuello, pueden observarse sintomas
respiratorios o neurologicos [Welsh, 2007]. Esta enfermedad, si no recibe un
tratamiento adecuado, puede llevar a consecuencias graves como la deformacion
de la zona afectada, discapacidad, amputacion del area infectada o hasta la

muerte [Hao, 2022].



Figura 1. Micetoma por Madurella mycetomatis con la triada de signos

caracteristicos.

1.2 Etiologia

Se han reportado mas de 70 especies de hongos y bacterias como
responsables del desarrollo de micetoma, aunque este numero suele ir en
aumento dia a dia con el avance de nuevas técnicas moleculares de identificacion
[Hao, 2022]. Uno de estos nuevos agentes etiologicos se ha descrito en el
Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”
de la Universidad Autonoma de Nuevo Leodn, donde a partir de un paciente
mexicano diagnosticado con micetoma, y a través de secuenciacion genémica
completa del ADN de un aislado, se encontrdé una especie nueva del género de

Actinomadura, denominada Actinomadura Welshii [Vera-Cabrera,2025].

Los agentes etioldgicos de esta enfermedad suelen ser saprofitos del suelo o
de las plantas [Relhan, 2017]. Cerca del 90% de los micetomas de origen fungico,

ocurren por cuatro tipos de agentes causales que incluyen Madurella



mycetomatis, Scedosporium apiosermum, Trematosphaeria grisea 'y
Leptospheria senegalensis [Hao, 2022]. EI micetoma bacteriano, llamado
actinomicetoma, es causado por especies aerobias que pertenecen
principalmente a los géneros de Nocardia, Streptomyces y Actinomadura, donde
Nocardia brasiliensis, Streptomyces somaliensis y Actinomadura madurae son
las especies mas frecuentes [Relhan, 2017; Husain, 2023]. Una de las primeras
metodologias de clasificacion que se llevé a cabo para los micetomas fue a través
de la coloracion de sus granos, donde coloraciones blancas, amarillas, o rojizas
solian relacionarse principalmente a un agente bacteriano, mientras que los de

color negro solian asociarse a micetoma de origen micético [Relhan, 2017].
TABLA 1

Agentes etiolégicos de micetoma.

Trematosphaeria : Streptomyces
. Cylindrocarpon cyanescens P
grisea somaliensis
Madurella ) Actinomadura
. Cylindrocarpon destructans
mycetomatis madurae
. . . . Actinomadura
Aspergillus nidulans = Leptosphaeria senegalensis pelletieri

Exophiala jeanselmei Leptosphaeria thompkinsii Actinomyces israelii

Pseudallescheria

boydii Polycytella hominis Nocardia asteroides

Pseudochaetosphaeronema

Nocardia brasiliensis
Larense

Fusarium oxysporum



TABLA 1 (Continua)

Fusarium solani Pyrenochaeta mackinnonii Nocardia caviae
Fusarium moniliforme Pyrenochaeta romeroi Nocardia farcinica
Phialophora ; .. Nocardia
P Neotestudina rosatii .
verrucosa transvalensis
Aspergillus flavus Plenodomus avramii Nocardia dassonvillei
Curvularia geniculata Acremonium falciforme
Curvularia lunata Acremonium kiliense
Corynespora

.. Acremonium recifei
cassiicola

Fuente: Husain, U., 2023

1.3 Patogénesis del micetoma

Los patdégenos causantes de micetoma se encuentran en el suelo
principalmente, aunque pueden ubicarse en plantas, principalmente en espinas.
Estos ingresan al cuerpo humano a través de la destruccion de la
impermeabilidad de la principal barrera fisica del cuerpo humano, que es la piel,
esto principalmente por picaduras de astillas de madera, espinas de las plantas
o heridas accidentales previas que dejan al descubierto las capas inferiores de la
piel inoculando al agente etiolégico y haciendo que el microorganismo prolifere
en los tejidos subcutaneos. Esto induce una respuesta inflamatoria, tanto de
manera local como sistémica en el huésped [Hao, 2022]. El periodo de incubacién

puede variar desde 3 meses hasta 9 afios dependiendo el agente [Husain, 2023].



Si bien se ha encontrado la presencia de anticuerpos contra estos agentes
causales en un numero de individuos, son pocos los que desarrollan la
enfermedad y esto se puede atribuir a diversos factores de los patégenos como
del huésped. Existen condiciones que predisponen al desarrollo de la
enfermedad como lo son un estado de salud mermado, la presencia de
comorbilidades como diabetes o estar en estado de desnutricion, que pueden
derivar en una infeccién invasiva y con mayor diseminacion [Relhan, 2017]. Asi
mismo, la genética puede llegar a tener un papel en el desarrollo de la afeccién

[Verma, 2018].

La enfermedad no se transmite de persona a persona, aunque familiares de
un individuo con micetoma que habitan la misma zona tienen una mayor
probabilidad de desarrollarla; los factores ambientales compartidos, la
predisposicion genética o inmunoldgica podrian influir en el aumento de la
susceptibilidad. A pesar de considerarse la inoculacion del agente causal en la
zona afectada como la principal via de ingreso, el antecedente de traumatismo
esta presente en solo un tercio de los casos [Jerez, 2012]. El micetoma no tiene
vector ni reservorio animal conocido, aunque se ha encontrado la presencia de

micetoma en diversas especies animales [Ziljstra, 2016].

1.3.1 Factores del patégeno

Si bien algunos de estos agentes etiolégicos como Nocardia farcinica,
Nocardia nova y Nocardia cyriacigeorgica afectan principalmente a pacientes

inmunosuprimidos, otras afectan a individuos inmunocompetentes, como el caso



de Nocardia brasiliensis; esto se le atribuye a que tiene la capacidad de sobrevivir
a la primera linea de la respuesta inmune innata de los fagocitos [Relhan, 2017].
Algunos resultados de estudios han demostrado que Nocardia brasiliensis es
resistente a ciertas o—defensinas, péptidos de neutréfilos humanos 1-3, B-
defensina-3 humana y catelicidina LL-37 [Ziljstra,2016]. Otras adaptaciones que
se han encontrado en los agentes etiolégicos son que, tras la inoculacion inicial,
el microorganismo modifica su pared celular e induce la produccién de melanina
que lo protege de la destruccion por métodos fisicos como rayos UV, como el
caso de Madurella mycetomatis [Ziljstra, 2017], asi como la lisis de los tejidos

infectados a través de enzimas y oxidantes [Relhan, 2017].

1.3.2 Factores del huésped

Dado que en areas endémicas el micetoma se observa con mayor frecuencia
en ciertas familias, pareciera que existen factores ambientales o genéticos
relevantes en el desarrollo de esta enfermedad [Fahal, 2012]. Aquellos ligados a
la genética y a la susceptibilidad hacia los microorganismos se muestran en un
estudio de Verwer et al. donde descubrieron que una enzima, quititriosidasa, se
une a la quitina del hongo en el grano del micetoma, explicando como la
respuesta inmune elimina el patégeno. Un polimorfismo que disminuye la
actividad de la quititriosidasa se asocid con una mayor probabilidad de
eumicetoma [Verma,2018]. Asi mismo, estudios de asociacidén genética en Sudan
utilizando controles sanos y pacientes con micetoma mostraron que existen

diferencias significativas en los tipos de HLA entre grupos, asi como en la



distribucion de alelos de genes asociados con la respuesta inmune y la sintesis
de hormonas sexuales [Ziljstra, 2016]. En uno de los estudios, se analizaron
polimorfismos de un solo nucleétido en genes relacionados con la funcién de
neutréfilos en la enfermedad, destacando 11 polimorfismos en ocho genes con
diferencias en aquellos que codifican para IL-8 o CXCLS8, su receptor especifico,
CXCR2, asi como para TSP4, NOS2 y CR1. En los pacientes con micetoma, se
observaba una mayor produccion de IL-8 y se confirmd con niveles altos en
suero. Por otra parte, para NOS2 se encontré menor produccién de 6xido nitrico
y en suero de manera indirecta a través de menores cantidades de nitrito y nitrato.
También se estudio el papel de IL-1 y CCL5 en la formacién de granulomas del
micetoma, identificando variaciones genéticas, entre los alelos de los pacientes

afectados y los de controles sanos [Fahal, 2013 y Mahmoud, 2013].

Dentro de los factores ambientales, se sabe que las areas endémicas se
caracterizan por ser moderadamente aridas, de humedad baja y una temporada
corta de lluvias. Un estudio por el centro de investigacion de micetoma de la
Universidad de Khartoum profundizé estos analisis para identificar la prevalencia
del micetoma por predictores ambientales y relacionar las areas donde estos se
encuentran. Se estudiaron datos demograficos y clinicos de 6,983 pacientes
confirmados con micetoma atendidos entre 1991 y 2018; y utilizando algoritmos
de modelado, asi como regresiones y Machine Learning se estudio la relacion
entre ocurrencia del micetoma y factores ambientales. Para el eumicetoma, los
factores mas relevantes incluyeron el indice de aridez, concentraciéon de calcio

en el suelo, humedad, temperatura diurna media, la proximidad al rio mas



cercano, presencia de ganado, que incluye vacas, cabras y pollos, y de los
arboles Acacia mellifera y Faidherbia albida. Para el actinomicetoma, los
predictores incluyeron indice de aridez, distancia al rio y a cuerpos de agua como
lagos o estanques, humedad, concentraciones de sodio y hierro en suelo, la
presencia de ganado, principalmente vacas y ovejas, y la temperatura media del
trimestre mas frio del afio. La proximidad al agua fue el principal factor, seguido
por la temperatura media del trimestre mas frio del afio (18-25 °C) y la baja

concentracion de sodio en suelos aridos [Fahal, 2023].

1.4 Respuesta inmune frente al micetoma

Tres tipos de reacciones en tejidos se reconocen en la patologia del micetoma
que pueden llegar a coexistir y se observan similares a las que se encuentran en
la tuberculosis [Ziljstra, 2016]. Las células del sistema inmunoldgico innato
intentan fagocitar e inactivar estos organismos, pero en el avance de la
enfermedad finalmente no logran alcanzar este objetivo [Relhan,2017]. La
reaccion de tipo 1 se caracteriza porque el grano esta rodeado por neutrofilos,
que en ocasiones pueden invadir su interior y fragmentarlo. Afuera de esta zona,
ubicamos otra region de tejido granulado que contiene macrofagos, linfocitos y
células plasmaticas. En la periferia se encuentra un tejido fibroso con células
mononucleares. Hay una presencia también de arteriolas hipertrofiadas y las
células nerviosas muestran edema; asi como las glandulas sudoriparas; este
fendbmeno se llama Splendore-Hoeppli [Ziljstra, 2016 y Hao,2022]. En las

reacciones de tipo 2, el tejido difiere, ya que los neutrdéfilos han desaparecido y



los macrofagos, asi como las células multinucleadas empiezan a fagocitar el
material del grano. En la reaccion de tipo 3, se observa un granuloma bien
organizado con células gigantes de Langhans y en el centro se observa el
material remanente. A pesar de estas respuestas inflamatorias, no se puede
eliminar los granos. También las células gigantes pueden contener hifas con la
capacidad de formar nuevos granos [Ziljstra, 2016]. Es importante mencionar que
los tres tipos de manifestaciones no son eventos separados, ya que ocurren en
tiempos similares, pero reflejan las diferentes etapas de la patogénesis del
micetoma agudo a crénico [Hao,2022]. Dentro de los nédulos linfaticos cercanos,
se observa la presencia de los granulos y neutrofilos, que conservan la
arquitectura normal del tejido; sin embargo, en casos avanzados el tejido fibrotico
remplaza al tejido linfoide; ademas, se encuentran células plasmaticas con

cuerpos de Russell [Ziljstra, 2016].

Figura 2. Tipos de respuesta inmune frente al micetoma. (A) Elementos

fungicos rodeados por neutréfilos y posteriormente por células plasmaticas,



macrofagos, linfocitos, eosindfilos y vasos sanguineos. (B) Tincion de PAS
mostrando elementos fungicos. (C) y (D) Macréfagos y células gigantes de
Langerhans predominantes en un granuloma. (E) Granulomas epitelioides que
contienen linfocitos, células plasmaticas y células epitelioides, ademas de
vasos sanguineos proliferados. (F) Tincion PAS mostrando una pequefa

cantidad de elementos fungicos en un granuloma.

Se demostré mediante técnicas de inmunohistoquimica que la zona de
reaccion tipo | mostro tincidon positiva para CD15, es decir neutroéfilos; en la zona
Il fue positiva para CD68, macrofagos, y CD3 correspondiente a linfocitos T;
mientras que la zona Il contenia células CD20+ que suelen ser linfocitos B. En
la reaccion de tipo I, no se observé la presencia de neutréfilos, y los granos
estaban rodeados por macréfagos y células gigantes de Langhans. Esto fue
confirmado por inmunohistoquimica, que también mostro la presencia de células
CD3+. Se detectaron IgG, IgM y complemento en la superficie del grano y en los
filamentos dentro del mismo [Fahal,2003]. Dentro del actinomicetoma causado
por Nocardia brasiliensis se encontré que neutrofilos y macréfagos cercanos al
agente causal tienen una expresion aumentada y persistente de TLR2, asi como
una expresion de TLR4 en las etapas principales, que desaparecio en las etapas

posteriores [Ziljstra, 2017].

1.4.1 Respuesta inmune celular del micetoma

Las respuestas de Linfocitos T parecen tener una importancia en el desarrollo

del micetoma. La respuesta tipo Th2, aquella mediada por IL-10 e IL-4, se ha
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encontrado en las lesiones y en nodulos linfaticos de la infeccion por
Streptomyces somaliensis. Los macréfagos estimulados con conidios vivos de
Pseudallescheria boydii también inducen una respuesta tipo Th2; mientras que
las hifas inducen una respuesta Th1. La infeccion experimental por Nocardia
brasiliensis en ratones BALB/c provoca el desarrollo de una lesién después de
30 dias, con senos, microabscesos y granulos causados por la expresion de
interleucina 10 [Ziljstra, 2016]. Los linfocitos Th2 y las citocinas asociadas
desempefian un papel importante en la activacion y diferenciacion de los
linfocitos B hacia células plasmaticas para la produccion de anticuerpos, asi
como en la generacion de células B de memoria [Hao, 2022]. La respuesta Th1
se encuentra en la fase aguda de la infeccién y en individuos sanos de areas
endémicas [Ziljstra, 2016]. Las citocinas de la respuesta tipo Th1 en suero, que
incluyen IFN-y, TNF-a e IL-2, se encontraron aumentadas en pacientes
infectados con Madurella mycetomatis, en comparacion con el grupo de control.
Las células T CD4+ de tipo Th1 y sus citocinas asociadas estan principalmente

involucradas en la activacion de la fagocitosis [Hao,2022].

1.4.2 Respuesta inmune humoral del micetoma

Los anticuerpos también desempefian un papel en la patogénesis; en ratones
BALB/c inmunocompetentes, los de isotipo IgM indujeron una proteccién
especifica en la infeccion experimental por Nocardia brasiliensis. Esta respuesta
inmunitaria estuvo restringida a IgM, ya que IgG no mostré un efecto protector

[Salinas-Carmona, 2004]. Se postula que la desaparicion de los anticuerpos IgM
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y la aparicion de IgG explican el inicio lento y el retraso en el desarrollo del

actinomicetoma experimental [Relhan, 2017].

La demostracion de la presencia de anticuerpos contra el organismo causante
puede ser de valor diagnostico. La serodiagnosis es de gran ayuda en la
identificacion y clasificacion de los organismos, esencial para el tratamiento
meédico y el seguimiento de estos pacientes; el diagndstico seroldgico presenta
muchas ventajas sobre las técnicas de cultivo e histopatologia, ya que ambas
requieren una biopsia, lo que podria favorecer la diseminacién del organismo
[Fahal, 2003]. Una prueba ELISA descrita por Salinas Carmona y colaboradores
ha sido util en la confirmacion clinica de micetoma por N. brasiliensis con
infeccion activa, asi como para estudiar la respuesta al tratamiento; esto ha
llevado a que sea reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud como la

unica prueba aprobada para diagndstico del micetoma [Salinas-Carmona, 1993].

1.5 Epidemiologia

Por diversas razones, siendo la principal la falta de un control epidemiolégico
debido a la naturaleza desatendida de la enfermedad, es dificil determinar la
incidencia y la distribucion geografica precisa del micetoma [Fahal, 2003 y Verma,
2018]. Esta enfermedad afecta principalmente a sectores poblacionales
desfavorecidos econdmicamente, en areas rurales remotas de paises tropicales
y subtropicales entre las latitudes 30° Norte y 15° Sur, en una regién denominada
“Cinturdon del Micetoma”; esta incluye paises como Sudan, Somalia, Senegal,

Yemen, India, México y Venezuela [Hao,2022].
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Figura 3. Distribucion del “Cinturon del Micetoma” en color verde claro y en verde

oscuro paises donde se ha reportado casos de micetoma.

La incidencia global del eumicetoma y el actinomicetoma no esta
distribuida equitativamente. El primero representa solo el 40% de los casos,
mientras que el actinomicetoma, el 60% restante [Hao, 2022]. La distribucién
geografica de los microorganismos causantes de manera individual es variable.
Esta observacion puede explicarse desde una perspectiva ambiental, incluyendo
factores como las precipitaciones, la temperatura y la humedad [Fahal, 2023]. El
eumicetoma es endémico de regiones secas que se caracterizan por tener un
clima extremo, con periodos de lluvia cortos, estaciones secas prolongadas y
temperaturas diarias que oscilan entre 45-60 °C durante el dia'y 15-18 °C por la
noche, lo cual favorece la supervivencia de los patégenos causantes. En estas
areas, de la que destaca principalmente Africa, las infecciones fungicas son

responsables de mas del 70 % de los casos de micetoma. El actinomicetoma es
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mas prevalente en regiones calidas y humedas, como América Central y del Sur.
En México, del 92 al 96% de los casos de micetoma corresponden a
actinomicetoma, causado principalmente por Nocardia brasiliensis, en el 78 % de
los casos y Actinomadura madurae con un 9 - 10 % [Hao, 2022; Lopez-Martinez,

2013].

El micetoma puede afectar a todos los grupos de edades, sin embargo, ocurre
con mayor frecuencia en hombres jovenes en el rango de 20 a 40 anos. En paises
de ingresos bajos y areas endémicas, este grupo suele representar a los
miembros mas productivos de la sociedad. Ninguna ocupacion esta exenta,
aunque los pastores y agricultores suelen ser los mas afectados. Ademas, el
micetoma es poco comun en nifios, que representa entre el 3.0 % y el 4.5 % de
todos los casos en zonas endémicas [Ziljstra, 2017]. Debido a que la afectacion
ocurre en sectores poblacionales econdémicamente desfavorecidos, en zonas
geograficas de remoto o dificil acceso, asi como a la poca preparacion del
personal de salud y de las instalaciones médicas. Todo esto agregado a que la
enfermedad es de caracter crénico y al desenlace discapacitante que suele tener,
han hecho que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la clasifique como una

“Enfermedad Tropical Desatendida” [Verma, 2018].

1.6 El género Actinomadura

Son un conjunto de microorganismos que pertenecen al orden de los
actinomicetales, y tienen como caracteristicas principales el ser bacterias Gram-

positivas, no acido-alcohol-resistentes, con un metabolismo aerobio y no méviles,
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que forman un micelio abundante y extenso, el cual no fragmenta; y que, en
ocasiones, se pueden presentar hifas aéreas con cadenas hasta de quince
esporas. Las actinomaduras son organismos quimioorganotréficos, con un
metabolismo de los carbohidratos del tipo oxidativo, y que crecen en un rango de
temperaturas de entre 10 y 60 °C. Su pared celular es de tipo IllI/B y esta
compuesta por un peptidoglucano con acido meso-diaminopimeélico, acido N-
acetilmuramico, y el peptidoglucano es de tipo acido alginico. Se caracterizan por
presentar en los hidrolizados totales los siguientes azucares: galactosa, glucosa,
manosa, ribosa y madurosa. Esta ultima se encuentra en pequefas cantidades,
y es caracteristica de estos microorganismos. Su pared se conforma por
fosfolipidos principales a los del tipo difosfatidilglicerol y fosfatidilinositol. Las
actinomaduras no contienen acidos micdlicos, y la relaciéon G+C en su ADN es
de 66-77 mol%. Las actinomaduras se encuentran principalmente distribuidas en
los suelos [Serrano, 2001]. Este género se considera que tiene relevancia
medica, y en la actualidad se le asocian 27 especies, de las cuales, Actinomadura
latina, Actinomadura madurae y Actinomadura pelletieri son clinicamente

importantes [Filippi, 2008].

El actinomicetoma causado por Actinomadura se caracteriza por una gran
agresion a los tejidos donde se localiza, pudiendo llegar a producir lesiones
importantes tanto a nivel de los tendones como de los huesos; esto debido a la
capacidad de estos microorganismos de producir diversas sustancias con alta

capacidad litica de proteinas [Serrano, 2001 y Goodfellow, 1990].
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1.6.1 Actinomadura madurae

La Actinomadura madurae fue aislada por primera vez por M. H. Vincent, en
el afio de 1894, en Argelia, de un caso de actinomicetoma. Este microorganismo
fue denominado originalmente como Streptothrix madurae, y posteriormente fue
clasificado dentro del género Actinomadura por Lacey, Goodfellow y Alderson
[Serrano, 2001]. Actinomadura madurae es un microorganismo comunmente
aislado en areas secas y a menudo tropicales [Bonifaz, 2021]. El habitat natural
de Actinomadura madurae es la tierra y los vegetales [Jerez, 2012]. En general,
basta el examen en fresco para diagnosticar Actinomadura madurae. Sus granos
son visibles a simple vista, con un tamafio de 1.5 a 2 mm, voluminosos,

semiduros y faciles de manipular, de color blanco o cremoso [Serrano, 2001].

El actinomicetoma debido a Actinomadura madurae es clinicamente
indistinguible del eumicetoma; sin embargo, el de origen bacteriano es mas
agresivo, progresa rapidamente y tiende a ser inestable en comparacién con el
eumicetoma. La ubicacion clinica principal incluye los miembros inferiores,
particularmente los pies, que presentan la triada clasica de signos y sintomas
que son: edema y tumefaccién indolora, con un proceso exudativo leve y fistulas
que desarrollan una deformidad severa. El micetoma por Actinomadura madurae
presenta afectacion ésea, incluyendo periostitis, erosién ésea o cavitacion
[Bonifaz, 2021]. Diversos estudios epidemiolégicos han mostrado que este
agente causal se encuentra distribuido de manera homogénea en todo el mundo

[van de Sande, 2013].
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1.7 Micetoma en México

En 1912, Cicero reportd los primeros 5 casos de micetoma en México, y si
bien se han hecho esfuerzos por difundir los conocimientos de esta enfermedad
existe un bajo numero de centros diagndsticos que ha limitado su capacidad de
estudio. México es el pais de Latinoamérica que registra el mayor numero de
casos de micetoma por afo. El ultimo estudio epidemiolégico que se llevé a cabo
en 11 centros diagndsticos distribuidos por todo el territorio de México,
recopilando la epidemiologia y describiendo diversos factores del micetoma se
encontré que desde el afio de 1954 y hasta 2012, se contabilizaron un total de
3933 casos, obteniendo un promedio total de 73 casos nuevos por afio. También
se encontrd que la relacion Hombre: Mujer de esta enfermedad era de 3:1, lo cual
es concordante con diversa literatura a nivel global; este predominio se puede
deber a factores, como los laborales, por su cotidiana exposicion a estos agentes
causales, incluso algunos autores mencionan el posible papel de hormonas
sexuales en la capacidad del aumento o disminucion de la presencia del agente

causal.

Mujeres 240

Hombres 2,920

Figura 4. Distribucion del micetoma por género en México
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Los grupos de edad donde se presentdé la mayor incidencia fue entre las
edades de 15 a 60 afios, representando el 75% de los casos. Cabe sefalar, que
hubo un numero importante de casos en los grupos de 0 a 15 afios y de 61 a 80
anos, si bien en estos grupos no es comun que se presente, estos porcentajes

son concordantes con la literatura global.

TABLA 2

Frecuencia de micetoma por grupos de edad

Edad (afios) n.e %
0-15 132 3.04
16-30 1,172 35.00
31-40 747 22.32
41-50 616 18.40
51-60 392 11.70
51-80 290 8.64
Total 3,349 100.00

Fuente: Lopez-Martinez, 2013.

Los principales grupos laborales donde se registraron casos fueron los
trabajadores del campo, siendo el 58% de los pacientes registrados, seguido por
trabajadores del hogar de zonas rurales con un 22%, ya que estos dos grupos
estan expuestos hacia los agentes etiolégicos con mayor facilidad, ademas de
que el riesgo se aumenta debido a que estas personas en ocasiones no usan un

calzado ni vestimenta que limite o proteja del riesgo de traumatismos.
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TABLA 3

Ocupaciones de pacientes afectados por micetoma

Ocupacion n.? %o

Campesinos 1,823 58.41
Amas de casa 680 21.79
Obreros 179 574
Estudiantes 127 4.06
Albafiles 99 3.13
Empleados 63 2.02
Comerciantes 48 1.53
Trabajadores de limpieza 40 1.28
Choferes 26 0.83
Profesionistas 10 0.32
Otros 28 0.89
Total 3,123 100.00

Fuente: Lopez-Martinez, 2013.

Se registrd un total de 24 estados con presencia de casos de micetoma, y
las 3 entidades federativas con mayor numero de casos fueron en primer lugar el
estado de Jalisco con un total de 676 casos, seguido de Morelos con 429 casos
y Nuevo Ledn registré un total de 347. Ademas, la region corporal mas afectada
fueron las extremidades inferiores con un 60% de los casos, seguido de la region

del tronco vy, por ultimo, la extremidad inferior con un 20 y 13% respectivamente.
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Trépico de cancer

Estado Casos Estado Casos Estado Casos Estado Casos _Estado Casos
(1) Jalisco 676  (6) Michoacan 243  (11) Yucatdn 94 (16) Edo. de México 44 (21) Colima 13
(2) Morelos 429  (7) San Luis Potosi 229  (12) Hidaigo 67  (17) Coahuia 36 (22) Campeche 9
(3) Nuevo Ledn 347  (8) Oaxaca 172 (13) Tamaulipas 66 (18) Sinaloa 34 (23) Tabasco 6
(4) Guerrero 302  (9) Guanajuato 163  (14) Distrito Federal 49 (19) Nayarit 24 (24) Chiapas 3
(5) Veracruz 264  (10) Puebla 138  (15) Zacatecas 49 (20) Querétaro 14 Sin reportar 462

Figura 5. Distribucién geografica de casos por entidad federativa

TABLA 4

Localizaciéon del micetoma por region corporal

Localizacion Casos %

Extremidades inferiores 2,061 60.29
Troncao 675 19.76
Extremidacdes superiores 459 13.43
Cabeza v cuella 74 216
Dos o més regiones 149 436
Tertal 3.418 100.00

Fuente: Lopez-Martinez, 2013.

Asi mismo se eluciddé que en México, la principal causa de micetoma es

de origen bacteriano, siendo Nocardia brasiliensis la principal etiologia con el

65% de los casos, seguida de Actinomadura madurae con un 8-9% de los casos

[Lopez-Martinez, 2013].
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1.7.1 Micetoma por Actinomadura madurae en México

La primera vez que se describié un micetoma por Actinomadura madurae fue
en 1894 por Vincent en un aislado de un paciente africano en Argelia. El
micetoma que se forma por este agente etiolégico produce granos de color blanco
y blandos, que tienen medidas entre 1 y 10 mm. de diametro, y se pueden
identificar en examen directo por su tamafio y bordes caracteristicos que se
observa en la figura 6, y de forma mas precisa, a través de cortes
histopatolégicos, donde se observan granos multilobulados con bordes
festonados y una banda periférica que se tifie intensamente de azul, con un

centro sin color.

Figura 6. Biopsia de lesion de micetoma por Actinomadura madurae con

grano caracteristico en su interior.
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Figura 7. Corte histopatoléogico de Hematoxilina y

Eosina de grano de Actinomadura madurae.

En 1949, se estudidé el primer micetoma por este agente infeccioso en
Meéxico, y actualmente, la estadistica mas reciente muestra que en este pais,
Actinomadura madurae representa hasta el 10% de los casos de micetoma.
Desde una perspectiva clinica, el micetoma por Actinomadura madurae se
localiza principalmente en la parte media del pie, y suele afectar la planta y bordes

de este, a diferencia de otros agentes etioldgicos.

Figura 8. Micetoma por Actinomadura madurae
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Las localizaciones fuera de la region del pie son poco frecuentes, sin
embargo, se ha encontrado micetoma en la regién de las manos, espalda y
tronco; ademas, en ocasiones es dificil encontrarlo por las pocas fistulas que
puede formar y la forma voluminosa que genera el edema, el cual se asemeja a

procesos tumorales de otro origen.

Una diferencia significativa entre el micetoma por Actinomadura madurae
y otros agentes etioldgicos es su predominio en el sexo femenino; mientras que
los otros micetomas, en su conjunto, afectan en relacién de 3 hombres por 1
mujer; en el caso de Actinomadura madurae la relacion es de 2 mujeres a 1
hombre. El estado que presenté mayor frecuencia fue Guanajuato, seguido de

Puebla y en tercer lugar Oaxaca.

TABLA 5

Distribucion en México por estados del micetoma por Actinomadura

madurae

MICETOMAS POR ACTINOMADURA MADURAE
DISTRIBUCION POR ESTADOS

Guanajuato 23 [32.3%)
Puebla g (12.6%)
Caxaca 8 (11.24%:)
Michoacan 7 [ 9.8%:)
Hidalgo B [ 8.4%)
QueratarD 3 [ 4.2%)
Jalisco 3 [ 4.2%:)
Coahuila 2 [ 2.8%)
Sinaloa 2 [ 2.8%)
Guerraro 2 [ 2.8%:)
Estado de México 1 { 1.4%:)
Ags, Chis, D.F., Dgo.

M.L., Ver, Zac. 7 [ 9.8%:)

Fuente: Lopez-Martinez, 2013.
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En la distribucion especifica se encontré que hubo predominancia en el
sexo femenino, a diferencia de la estadistica global de todos los micetomas, con
un 60.5% de los casos. En cuestion de edad, el rango mas frecuente fue de 31 a

45 anos con un 49% de los casos, y de 46 a 60 afos con un 28%.

TABLA 6

Epidemiologia del micetoma por Actinomadura madurae

MICETOMAS POR ACTINOMADURA MADURAE

71 casos
Saexo:
Femenino 43 (60.5%:)
Maszsculino 28 (39.4%)
Edad:

0-15 a 0
16-30 a 11 {15.4%)
31-45 a a5 (49.2%)
46 - 60 a 20 (28.1%)
60 o mas 5 [ 7.0%)
Ocupacion :
Hogar 36 (50.7%)
Campesinos 24 (33.8%)
Otros 11 (15.4%)

Fuente: Lopez-Martinez, 2013.

Las ocupaciones con mayor numero de casos fue en primer lugar la del
trabajo del hogar con un 50%, seguido por trabajadores del campo con un 33%.
Ademas de que la localizacibn mas comun del micetoma por Actinomadura

madurae fue en la regidn del pie con un 93%.
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TABLA 7

Localizacién corporal del micetoma por Actinomadura madurae

LOCALIZACION DE MICETOMAS POR

ACTINOMADURA MADURAE
En el pie 66 (92.9%)
Espalda 2 [ 2.8%)
Otros (brazo.nalga) 2 [ 2.8%)
Doble localizacion pie e inguinal 1 { 1.4%%)

Fuente: Lopez-Martinez, 2013.

El esquema tradicional para el tratamiento de este actinomicetoma
consiste en el uso de DDS y trimetoprim-sulfametoxasol, sin embargo, en casos
graves donde hay un compromiso de estructuras oOseas se ha utilizado
kanamicina 15 mg/kg-peso/dia, mas trimetoprim-sulfametoxasol, durante 14
dias, posteriormente se continia con un periodo de descanso en el cual se
administra DDS 100 mg al dia, con trimetoprim-sulfametoxasol constituyendo un

ciclo de 4 semanas [Aguilar, 2000].
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Modelo experimental de actinomicetoma por Nocardia brasiliensis en

ratones BALB/c

En el ano de 1999, Salinas-Carmona y colaboradores, desarrollaron un
modelo experimental de actinomicetoma por Nocardia brasiliensis en ratones
BALB/c y describieron los cambios clinicos e histopatolégicos similares a la
enfermedad del humano. Para llevar a cabo este modelo experimental se
utilizaron ratones BALB/c hembras y machos con edades de 9 a 12 semanas de
edad. La cepa bacteriana para este trabajo fue Nocardia brasiliensis HUJEG-1
aislada de un paciente con actinomicetoma humano atendido en el Hospital
Universitario “Dr. José E. Gonzalez” de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.
Ademas, esta cepa fue confirmada por el Centers for Disease Control and
Prevention de los Estados Unidos de América, y se mantuvo en cultivo en agar
Sabouraud. Esta cepa esta registrada con el cédigo 700358 de la ATCC. La
bacteria se cultivdé en medio BHI (Infusién Cerebro-Corazén) y posteriormente se
prepard una suspension unicelular con una concentracion de 107 UFC/ mL en la
fase logaritmica de crecimiento de la bacteria. A los animales se les inyectd 100
ML de la suspensidén en solucidén salina sin adyuvante en el cojinete plantar
posterior de los ratones. Los animales infectados fueron observados diariamente
para evaluar la inflamacion, asi como la formacion de abscesos, fistulas y
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presencia de secreciones purulentas. Cada semana tras la infeccion, se sacrificd
un grupo de 5 animales por dislocacion cervical, hasta llegar a los 300 dias de
infeccion. Las extremidades afectadas se removieron para su estudio
histopatolégico. Dentro de la evolucién clinica se encontré que la inflamacion
estuvo presente desde las primeras 72 horas después de la inyeccion de
Nocardia brasiliensis; el diametro promedio del cojinete plantar posterior antes de
la infeccion era de 3 a4 mm, alcanzando un maximo de 7 mm después de 3 dias.
El edema creciente continu6 durante todo el periodo observado. La hiperemia y
pequeios abscesos también estuvieron presentes hasta el dia 14; y después,
una clara disminucion del edema en los siguientes 14 dias, como se muestra en

la figura 9.

Figura 9. Evolucion clinica del micetoma por Nocardia brasiliensis en ratones

BALB/c.

Se registraron signos de inflamacién desde el dia 1 hasta el 200 de la

infeccion, utilizando la siguiente escala clinica para la evaluacion:
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+, para un edema leve; ++, cuando se observaba edema de 7 mm mas absceso
y ulceracion; +++, cuando habia la presencia de edema, abscesos y secrecion
de granulos; ++++, micetoma desarrollado. El 80% de los ratones infectados
desarrollaron una lesion tipica de micetoma similar a la que se observa en la
figura 10 donde todos estos signos son evidentes; de igual forma la destruccion

Osea también estuvo presente en la enfermedad croénica.

Figura 10. Lesion de micetoma por Nocardia brasiliensis.

Para el estudio histopatoldgico, el material purulento obtenido de las
lesiones de micetoma fue tenido en laminillas de vidrio utilizando fucsina
carbdlica de Kinyoun y azul de metileno. Este material se caracterizé por la
presencia de células mononucleares y polimorfonucleares, ademas se

encontraron abundantes bacilos acido-alcohol resistentes en agregados ademas
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de una formacion filamentosa. Las secciones tefidas con hematoxilina y eosina
de tejido embebido mostraron una intensa respuesta inflamatoria caracterizada
por granulocitos altamente aglomerados en multiples microabscesos con limites
mal definidos durante los primeros 7 dias después de la infeccion. Para el dia 10,
observaron un aumento en el numero de macrofagos en la periferia de la lesion,
asi como macréfagos con una apariencia espumosa, como se observa en la
infeccion de lepra. A los 30 dias tras la infeccion, se observaron abscesos
multiples bien definidos claramente limitados por estos macréfagos espumosos,
con micro colonias centrales de N. brasiliensis, como se muestra en la figura 11

[Salinas-Carmona,1999].

Figura 11. Evolucion histopatoldgica del micetoma por Nocardia brasiliensis.
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2.2 Infeccién experimental por Actinomadura madurae en ratéon

Hasta la fecha no se ha desarrollado un modelo experimental de micetoma
por Actinomadura madurae que reproduzca la enfermedad del humano. En el aho
2000, Palma-Ramos y colaboradores plantearon establecer un modelo
experimental de infeccion basado en el desarrollado para Nocardia brasiliensis,
donde la via de administracion fue el cojinete plantar, para acercarse a las
condiciones naturales de la infeccion. Para esto, en 3 cepas de raton (CFW, CD1
y BALB/c) se inyectaron 0.1 mL en el cojinete plantar de la extremidad inferior
con diversas cepas de Actinomadura madurae: la primera fue obtenida del Grupo
Internacional de Investigacion de Actinomicetos Patogenos (GIIAP1), una
segunda cepa ATCC (19425) y granos provenientes de un paciente humano
infectado con Actinomadura madurae lavado con solucion salina estéril. El

esquema de inoculacién utilizado se muestra en la tabla 8.

TABLA 8

Esquema de inoculacién de Actinomadura madurae

CUADRO |. ESQUEMA DE INOCULACION

Mo. de Mo. de
dosis dosis
& 3000 > 10€ G0 = 109

Lote Maduras UFCimL UFCimL Mo.

CFW GlaP1
GllaP1
CO1 GliaP1
GllaP1
GllaP1 1
Balbiiz ATCC 1
18425
Granos 1

B = Bl =
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Especificamente en ratones BALB/c, no se observa diferencia en el
aumento de tamano de los cojinetes de los animales independientemente de la
cepa de microorganismo utilizada, ya que desde la semana 1 se alcanza el
maximo diametro (0.4 cm) y a partir de la semana tres este disminuyd y se
mantuvo el mismo valor hasta el final del experimento. También se inoculd un lote
de ratones con granos provenientes de un paciente con actinomicetoma por A.
madurae los cuales fueron administrados via cojinete plantar en solucion salina
isotonica. La respuesta de los animales a esta forma de inoculacién presenté
aumento de volumen de la pata, unicamente durante una semana, ya que la
dimensién del pulpejo regresé a sus niveles normales a partir de la segunda

semana como se observa en la figura 12 [Palma-Ramos, 2000].
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Figura 12. Dimensién del cojinete plantar de ratones BALB/c inoculados con A.

madurae.
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2.3 ELISA diagnéstico para Nocardia brasiliensis

En 1996, derivado de la poca informacién sobre el uso de serologia en el
diagnostico rutinario de infecciones por N. brasiliensis y debido a que el
diagnostico se basaba en hallazgos clinicos y cultivos microbiolégicos, que
pueden tardar mas de dos semanas debido al crecimiento lento de estos
microorganismos, Salinas-Carmona y colaboradores describen una ELISA
usando como antigeno las proteinas de 26 y 24 kDa de Nocardia brasiliensis para
el diagnéstico seroldgico y su utilidad para el monitoreo de la respuesta durante

el tratamiento.

Se utilizoé la cepa de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 para obtener un
extracto crudo. La bacteria se cultivé en medio BHI durante 7 dias a 37 °C sin
agitacion. Luego, se recolecto y se deslipidizé con una mezcla de etanol-éter en
dos etapas, 1:1y 1:3 y se seco al vacio. La biomasa obtenida se trituré con polvo
de vidrio y se suspendieron en una solucién de Tris-HCI con acetato de magnesio,
agitandose magnéticamente durante la noche a 4 °C. Las células intactas se
eliminaron por centrifugacion a 1,200 xg durante 15 minutos, y el sobrenadante
sé ultra centrifugd a 144,000 xg por 3 horas. Finalmente, se dializé contra agua
destilada durante 24 horas a 4 °C, obteniendo un sobrenadante amarillo claro,
que fue liofilizado y almacenado a -20°C. Se aislaron dos antigenos
inmunodominantes del extracto crudo de Nocardia brasiliensis en dos etapas.
Primero, para eliminar la reactividad cruzada con antigenos micobacterianos, el

extracto crudo se disolvio en PBS y se precipitdé con sulfato de amonio. Tras
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centrifugacion, el precipitado se descartd, y el sobrenadante se dializdé contra
solucion salina durante 4 dias a 4 °C y se liofilizé. En la segunda etapa, la muestra
liofilizada se reconstituy6 en PBS y se traté con DNasa |, luego se centrifugo, se
dializ6 contra agua destilada por 24 h a 4 °C y se aplicoé a una columna Sephadex
G-100 equilibrada con PBS. Se recolectaron fracciones de 2 mL y se midié su

absorbancia a 280 nm, utilizando marcadores de peso molecular para calibracion.

Se realiz6 la ELISA en placas de poliestireno de 96 pozos siguiendo el
método de Engvall y PerImann con modificaciones. Los antigenos purificados de
26 y 24 kDa, a una concentracion de 0.5 ug/pozo, se incubaron a 4 °C durante la
noche. Tras lavados con PBS-Tween 20, se bloqued con leche descremada al
5% y se incub6 con sueros de pacientes y controles a una dilucién 1:500 a 37 °C
por 1 h. Luego, se afadié anticuerpo anti-lgG humano conjugado a peroxidasa y
se incubd por otra hora. Se uso o-fenilendiamina con peréxido de hidrégeno como
sustrato cromogénico y acido sulfurico 1 N como reactivo de detencion. La
absorbancia se midié con un lector de placa a 492 nm. Como resultados, se
detectaron valores de absorbancia iguales o superiores a 0.3 en 26 sueros
correspondientes a pacientes con diagnostico activo de Nocardia brasiliensis. Por
otra parte, los sueros de individuos infectados con Mycobacterium tuberculosis y
leprae, 53 en total, presentaron valores por debajo de esta absorbancia. De los
30 casos de micetoma, 29 superaron el punto de corte, 0.3, mientras que solo un
suero, de un paciente con micetoma por Actinomadura madurae, mostro un valor
ligeramente inferior lo cual demostré la capacidad especifica de deteccion de esta

prueba seroldgica. En el grupo control sano, un suero presenté una absorbancia
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por encima de 0.3; correspondiente a un estudiante de posgrado que habia
trabajado durante tres afos en la purificacion de antigenos de Nocardia
brasiliensis, aunque estaba clinicamente sano. La tabla de resultados se muestra

en la figura 13 [Salinas-Carmona, 1993].
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Figura 13. Concentraciones de anticuerpos anti-Nocardia brasiliensis.

2.4 Determinacion de anticuerpos de Actinomadura madurae en Sudan

En el afio de 1983, en Sudan se midieron anticuerpos en suero de
habitantes de un area endémica para dos agentes etiolégicos de micetoma,
Streptomyces somaliensis y Actinomadura madurae. Para realizar esto, se cultivd
el microorganismo en un medio de cultivo liquido, se disgregd el crecimiento
cosechado, se centrifugd, y el sobrenadante se liofilizé. Se utilizaron los

siguientes grupos a los cuales se les obtuvo suero:
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1. 160 sudaneses que vivian en Gezira.

2. 40 sudaneses que vivian en Jartum, sin evidencia de infeccion por
micetoma, ni exposicion a areas de alta prevalencia de micetoma.

3. 10 pacientes infectados con Streptomyces somaliensis.

4. 10 pacientes infectados con Actinomadura madurae.

5. 10 europeos que nunca habian viajado al extranjero.

Los sueros fueron almacenados en congelacion a -20 °C, se utilizaron los
procedentes de los dos grupos de pacientes con diagndstico de micetoma como
control positivo y los de individuos europeos sirvieron como control negativo,
como se observa en la tabla 9. Se utilizoé el procedimiento ELISA descrito por
Voller y colaboradores en 1976, donde se puede observar que en todos los
pacientes con diagnostico establecido se puede detectar la presencia de
anticuerpos anti-Actinomadura madurae; sin embargo, no es posible utilizarla
como una técnica de diagnéstico diferencial al presentar reacciones cruzadas con
Streptomyces somaliensis, ademas de determinar el umbral de detecciéon de

manera arbitraria como se observa en la tabla 10 [Taha, 1983].
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TABLA 9

Presencia de anticuerpos segun cada grupo experimental

S. somaliensis A. madurae
No. with No. with

Category antibodies No. tested antibodies No. tested
Group (i)

Men 10 6

‘Women 1 1

Total 11 160 7 160
Group (ii)

1 40 0 40

Groups (iii) & (iv) 10 10 10 10
Group (v) 0 10 0 10

Fuente:Taha,1983

TABLA 10

Promedios de densidad 6ptica por grupo experimental

“Grow @
0.D. S. somaliensis A. madurae Group (ii) Group (iii) Group (iv)
05 148 153 39 0 0
0°5-0-75 7 5 5 6
0-76-1 3 2 3 4
>1 2 0 2 0
Total 160 160 10 10

Fuente:Taha,1983
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

El micetoma por Actinomadura madurae es una enfermedad infecciosa,
cronica y discapacitante, si no es tratada, de la cual aun no se comprende su
inmunopatologia. La infeccion unica no induce micetoma; se necesita un modelo
experimental con reinfecciones que reproduzca la enfermedad del humano y
permita estudiar la respuesta inmune, asi como los mecanismos

inmunopatoldgicos involucrados.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

La reinfeccidon con Actinomadura madurae induce micetoma en ratones

BALB/c y anticuerpos especificos.

38



CAPITULO 5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Desarrollar un modelo experimental de micetoma por reinfecciones con

Actinomadura madurae en ratones BALB/c.

5.2 Objetivos Especificos

1. Determinar las condiciones de infeccion con Actinomadura madurae para
inducir micetoma en ratones BALB/c y estudiar la evolucién clinica de la
infeccion.

2. Estudiar la histopatologia del tejido infectado.

3. Estandarizar una técnica de ELISA para determinar anticuerpos

especificos durante la etapa aguda y crénica de la infeccion.
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CAPITULO 6

MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales de Experimentacion

En este estudio se utilizaron un total de 25 ratones BALB/c machos de 12-
14 semanas de edad, con pesos entre los 24-30 g. Los animales de
experimentacion permanecieron todo el tiempo en condiciones libres de
patdgenos; los ratones vivieron dentro de cajas de plastico acrilico con una capa
de encamado de aserrin previamente esterilizado en autoclave bajo calor
humedo a 121 °C a 15 psi. La temperatura de las cajas se mantuvo en un rango
de 20-25 °C y su alimentacion consistio en LabDIET (Purina), asi como agua
destilada estéril ad libitum. La iluminacién fue 12/12 controlada automaticamente,
en cumplimiento de la normativa mexicana (NOM-062-Z00-1999). Los ratones
permanecieron almacenados en el area de reproduccion y experimentacion del
bioterio perteneciente al Departamento y Servicio de Inmunologia de la Facultad
de Medicina y Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la

Universidad Auténoma de Nuevo Leodn.

6.2 Cepa Bacteriana

La cepa utilizada para el presente proyecto es Actinomadura madurae y
fue gentilmente proporcionada por el Dr. José Alexandro Bonifaz Trujillo de un

paciente diagnosticado con micetoma por Actinomadura madurae; asi mismo,
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fue identificada por el Laboratorio de Investigacién Interdisciplinaria
Dermatoldgica del Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez”, de la Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de
Nuevo Ledn, de manera molecular a través de amplificacion de 16 s RNA con
los primers NOC3 y NOC4. La cepa fue cultivada en un tubo de medio inclinado
con agar sangre; y expandida en placas Petri con agar BHI (Infusiéon Cerebro
Corazon), que fueron incubadas a 37°C hasta observar crecimiento.
Posteriormente, se transfirieron las colonias a caldo BHI e incubadas en bafio

de agua a 37 °C con agitacion constante a 75 RPM.

6.3 Ensayo de Curva de Crecimiento

De un caldo de cultivo de 5 dias de crecimiento, se tomaron 500 L con
pipeta automatica y puntilla estéril, y se agregaron a un potter estéril con 5 mL
de solucion salina estéril adicionada con Tween-80 0.05% p/v. Se macero el
contenido del potter con pistilo hasta homogeneizar el inéculo y obtener una
suspension homogénea. Se tomdé 100 uL de la muestra y se sembrd en un
matraz Erlenmeyer con 100 mL de medio BHI (Becton Dickinson; BIOXON
211200, México). El matraz se coloco en bafio en agua a 37 °C y 75 RPM de
agitacion constante. Cada 24 horas, se tomaron 1000 pL de medio del matraz
en agitacion y se agregaron a potter estéril, posteriormente la muestra se macero6
hasta obtener una suspensién homogénea. De la muestra macerada, se tomo
100 uL y se agrego a tubos Eppendorf estériles con 900 uL de solucion salina

estéril. A partir de aqui se realizaron diluciones seriadas (10", 102y 10-3...10™).
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Se tomaron 50 mL de los tubos Eppendorf que fueron sembrados en placas con
agar BHI y se extendieron con asas de Drigalsky estériles para extender las
colonias. Las palcas se dejaron 30 minutos al interior de la campana de flujo
laminar o hasta que se observd que se secaron; posteriormente se dejaron en
incubacion a 37 °C. Alas 24 horas se llevo la placa a un contador para observar
la cantidad de Unidades Formadoras de Colonias; si las placas mostraban un
numero incontable de colonias en la dilucion menor, se ajusté la dilucion mayor
hasta llegar al dia 8. Este ensayo se hizo por triplicado y en 2 ocasiones

independientes.

6.4 Preparacion del inéculo

Para preparar el indculo, se sigui6 la siguiente metodologia: A partir de un cultivo
de crecimiento oOptimo de Actinomadura madurae en caldo BHI obtenido
previamente en el Ensayo de Curva de Crecimiento, se recolecté el contenido
del matraz en tubos cénicos estériles de 50 mL dentro de la campana de flujo
laminar; se centrifugaron a 3000 RPM durante 5 minutos a 4° C. Se decanté el
sobrenadante y el pellet de la masa bacteriana se resuspendié hasta 50 mL con
solucion salina estéril dentro de la campana de flujo para preservar la esterilidad.
Este proceso se repitid en 4 ocasiones para retirar cualquier remanente del
medio de cultivo. Tras la ultima decantacion, se colocd el pellet dentro de un
potter estéril para su macerado, hasta lograr una suspensiéon homogénea sin
grumos de masa bacteriana. El macerado se colocé de nueva cuenta en un tubo

estéril previamente pesado y se centrifugd para obtener el peso humedo. Se
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hicieron los calculos necesarios para ajustar la concentracion del inéculo a 20

mg/ 50 L.

6.5 Esquema de infeccién

Para este proyecto, se propuso realizar la induccién del micetoma por
Actinomadura madurae a través de reinfecciones en el cojinete plantar posterior,
para lo cual se seleccionaron 5 grupos de ratones previamente descritos con

una n = 5 animales por grupo.

1. Grupo infectado con una sola dosis

2. Grupo reinfectado cada 7 dias, un total de 12 dosis.
3. Grupo reinfectado cada 15 dias, un total de 11 dosis.
4. Grupo reinfectado cada 30 dias, un total de 5 dosis.

5. Grupo inoculado con Solucién Salina estéril en una sola ocasion.

Con el in6culo se llenaron jeringas estériles de 1 mL sin aguja y se verifico
que no contuviera aire en el interior, se colocd una aguja naranja (25 G) en la

jeringa y se purgd antes de realizar la inoculacion de 50 pL en el cojinete plantar.

6.6 Evolucion Clinica

Antes de la infeccién y cada tercer dia, se midié el largo, ancho y alto de
la regidn infectada, es decir el cojinete plantar posterior, con un vernier manual.
durante 170 dias, para observar y registrar el volumen de la inflamacion, y la
aparicion de lesiones caracteristicas del micetoma. El calculo del volumen de la

extremidad infectada se llevo a cabo a través de la formula de la elipse:
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V= (g) * Largo * Ancho * Alto (1)

Estos datos se calcularon con cada medicidén, asi mismo cada semana se
tomaron fotografias de las extremidades infectadas para llevar un control visual
y evaluar el progreso de la infeccion de manera cualitativa con la siguiente

escala mostrada en la tabla 11.
TABLA 11

Escala de signos de inflamaciéon en micetoma por Actinomadura madurae

+ ++ +++ ++++
Edema, Ulcera,
. Edema :
Signos de . abscesos y Micetoma
< s Edema ulceray
Inflamacién descarga de desarrollado
abscesos

material purulento

6.7 Obtencion de sueros

En los dias 5 y 45 postinfecciones se obtuvo muestras de sangre de todos
los ratones. El procedimiento se llevd a cabo después de anestesiar a los
animales con 5 pL de anestésico Zoletil 100, por puncion en el plexo venoso
retro-orbitario del ratén con una pipeta Pasteur estéril. La sangre se recolecté
en tubos Eppendorf y se centrifugd a 3,500 RPM por 5 minutos a temperatura
ambiente, y el suero se recuper6 en alicuotas de 100 upL que fueron

almacenadas en ultracongelador a —80° C para su posterior uso.
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6.8 Sacrificio de animales

El sacrificio se llevo a cabo mediante sobredosis de anestesia por via
intraperitoneal utilizando Zoletil 100. Una vez que se dejé de observar actividad
respiratoria por parte de los animales debido al efecto del analgésico, se llevé a
cabo una dislocacion cervical para garantizar una terminacion humana e
indolora de los ratones. Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo
con las normativas éticas (NOM-062-Z00-199) y protocolos aprobados
previamente por el Comité de Bioética y el Comité Institucional para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio, asegurando el cumplimiento de los

estandares éticos de la investigacion animal.

6.9 Obtencion de bazo y ganglio popliteo

Tras el sacrificio se obtuvo de manera quirurgica el bazo de los ratones;
para esto, se coloco el cuerpo en posicidn decubito lateral derecho y se realizo
asepsia con torundas con alcohol al 70% y yodopovidona (Isodine).
Posteriormente, se realizd6 un corte longitudinal con tijeras quirurgicas en la
region del cuadrante superior izquierdo debajo del reborde costal del cuerpo del
animal para retirar la piel y el peritoneo para exponer los 6rganos del animal.
Con apoyo de pinzas sin dientes se tomé el bazo y se colocé en una caja Petri

limpia con PBS estéril para prevenir la deshidratacién del tejido.

Para la obtencion del ganglio popliteo, se tomé una pinza para sujetar la

extremidad infectada y se realizé un corte en la parte interior del muslo del
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animal, exponiendo el tejido muscular, posteriormente con apoyo de pinzas sin
dientes se retird el tejido capa a capa para observar el ganglio en la parte

posterior y una vez retirado se coloco en placa Petri con PBS estéril.

Los bazos y ganglios de cada animal se midieron de manera longitudinal

y se registro el peso de cada 6rgano con apoyo de una balanza analitica.

6.10 Conteo de células de bazo y ganglio

Los bazos se disgregaron utilizando pinzas estériles sin dientes hasta
obtener una suspension lo mas homogénea posible, que se recuperé en un tubo
conico de 15 mL, y el remanente de la caja Petri se lavo con 5 mL de DMEM y
se recolectd hasta llevarlo a 10 mL de volumen final en el tubo conico. Se
centrifug6 a 3500 RPM durante 5 minutos a 4 °C, y se descart6 el sobrenadante.
El pellet se resuspendié en 1 mL de medio DMEM y se llevd a 10 mL con solucion
de lisis (NH4Cl) al 1x y se dejo 10 minutos en agitacion de vaivén. Transcurrido
este tiempo, se repiti6 el proceso de centrifugacion; se descartdo el
sobrenadante, y se resuspendié en 10 mL de DMEM y se centrifugd nuevamente
a las mismas condiciones, se retiré el sobrenadante y el pellet se resuspendio
en 10 mL de DMEM. Posteriormente, se tomaron 10 pL de la suspension celular
y se hizo una dilucién 1:10 en acido acético al 2% y se colocaron 10 pL en la

camara de Neubauer para llevar a cabo el conteo de células.

Para obtener la cuenta de células de ganglio, se repitid la metodologia

omitiendo el tratamiento con solucién de lisis, y tras la ultima centrifugacion
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solamente se resuspendié en un volumen de 2 mL. Se llevaron a cabo dos

conteos por observadores independientes y fueron promediados para su calculo.

6.11 Analisis histopatolégico

Posterior al sacrificio de los ratones, se extrajo quirurgicamente el cojinete
plantar infectado de los ratones infectados cada 7 dias, y se colocaron en 25 mL
de formaldehido al 10%, después de un cambio, se dejé durante 7 dias antes
del procesado de la muestra para los cortes histologicos y la tincidn con
Hematoxilina y Eosina. El analisis fue llevado a cabo por un observador cegado
experto para investigar los parametros caracteristicos del micetoma que se

enlistan en la tabla 12.

TABLA 12

Variables de estudio histopatolégico

Celulares Inflamacién y Dafio
Polimorfonucleares Necrosis Microabscesos
Linfocitos Paniculitis Miositis
Células Plasmaticas Inflamacién Perineural Atrofia
Eosindfilos Neuritis
Células Cebadas Osteomielitis Aguda
Células Espumosas Vasculitis
Fibroblastos Ulceras
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6.12ELISA para determinar anticuerpos especificos IgM anti-Actinomadura

madurae presentes en suero hiperinmune de ratones reinfectados

6.12.1 Obtencion de Extracto Celular Crudo de Actinomadura madurae

De un cultivo previo de Actinomadura madurae se agregoé la biomasa a
tubos estériles de 50 mL sin llenar mas del 50% de su capacidad. Se agrego
agua destilada estéril hasta llenarlo y se centrifugé a 3000 RPM a 4 °C por 10
minutos. Posteriormente, se desechd el sobrenadante; y se repitio este proceso
al menos 3 veces o hasta observar que el sobrenadante fuera de apariencia
cristalina. La biomasa resultante se deslipidizd con una mezcla de solventes
éter: etanol en proporcién 1:1 por una hora en vaivén a temperatura ambiente, y
se centrifugd con las condiciones previas y se descartd el sobrenadante. Se
repitié este proceso con una proporcion éter: etanol de 1:3 y se dejé mezclando
por 1 hora en vaivén; posteriormente se centrifugd a las mismas condiciones
descritas previamente y se deseché el sobrenadante. Tras la deslipidizacion de
la biomasa, se dejé secar cubriéndola del exterior durante toda la noche en una
campana de extraccion. Una vez secada, se pulverizé con un mortero hasta
observar un polvo fino, y se peso para obtener el rendimiento. La biomasa
resultante se agregd a un matraz Erlenmeyer al cual se le agregé buffer de
extraccion Tris-Acetato de Magnesio y se llevd a cabo un proceso de sonicacion
de la muestra (Branson Sonifier 450) en un total de 3 ciclos de 2 minutos cada
uno; y la muestra se colocé en agitacién en frio toda la noche. El extracto celular

crudo resultante se vacié en un tubo, se centrifugd con las condiciones
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previamente descritas y se descarto el precipitado. EI ECC se colocé en una
membrana de dialisis en un matraz de 3 L con agua destilada en agitacion y se
hicieron cambios de agua cada 2 horas y después se dejo dializar durante toda
la noche. Terminado este proceso se recolectd el extracto y se midié su

concentracion de proteinas por el método de Bradford.

6.12.2 Estandarizacion de la técnica ELISA

Como antigeno se utilizd el ECC de Actinomadura madurae obtenido
previamente, se agregd en placa de 96 pocillos (Corning, #3599) un total de 200
ML a una concentracion de 0.5 ug/mL por pozo y se incubd durante 24 horas a 4
°C; se realizaron tres lavados de 3 minutos y dos lavados de 4 minutos con
solucion de lavado, 200 uL, posteriormente se bloque6 con 300 pL de leche
descremada (OXOID, #LP0031) al 5% en PBS durante 24 horas y se lavo la
placa cinco veces de la misma manera que se describié anteriormente. Después
se agregaron 200 uL de los sueros de los ratones de los grupos infectados y del
control, obtenidos en el dia 5 después de la primera infeccidn; ya que todos los
ratones tenian menos de 7 dias ninguno habia sido reinfectado. Los sueros se
probaron a diversas diluciones: 1:20, 1:40 y 1:50, esto para evitar que exista un
desequilibrio en la concentracion entre antigeno y anticuerpo que interfiera en la
formacion de inmunocomplejos, este efecto se llama prozona, al haber exceso
de anticuerpo; y postzona, cuando hay mayor cantidad de antigeno que el
anticuerpo disponible. La placa se dejo en incubacion a 37° C durante 1 hora y
se realizaron cuatro lavados de 3 minutos y un quinto lavado de 4 minutos.

Posteriormente, se agregé el segundo anticuerpo (160 pL Anti-lgM de ratén
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conjugado con peroxidasa de rabano (Jackson ImmunoResearch, #115-035-
020) a diferentes diluciones: 1:500, 1:1000, 1:1500, 1:2000, y se dejé en
incubacion a 37° C durante 1 hora. Se agregd 160 yL del sustrato cromdgeno,
peréxido de hidrégeno con o-fenilendiamina (Sigma-Aldrich, P9029), y se dej6
en incubacion durante 30 minutos protegido de la luz a temperatura ambiente.
La reaccion se detuvo con 40 uL acido sulfurico 1N (BioRad, #R10). En todos
los pasos la placa de 96 pocillos fue recubierta de una capa de papel aluminio.
La placa se analizé6 en un espectrofotometro (STAT FAX 3200, Awareness
Technolgy, INC.) a 492 nm con filtro en 630 nm para determinar las lecturas de

absorbancia.

6.13 ELISA para determinar anticuerpos especificos IgG anti-Actinomadura

madurae presentes en suero hiperinmune de ratones reinfectados

Como antigeno se utiliz6 ECC de Actinomadura madurae obtenido
previamente, se agregd en una placa de 96 pocillos (Corning, #3599) un total de
200 pL a una concentracién de 0.5 uyg /mL y se incubé durante 24 horas a 4 °C;
se realizaron cuatro lavados de 2 minutos y un quinto lavado de 3 minutos con
solucion de lavado, 200 uL, posteriormente se bloqued con 300 pL de leche
descremada (OXOID, #LP0031) al 5% en PBS durante 24 horas y se lavaron
cinco veces, cuatro lavados de 3 minutos y un quinto de 5 minutos.
Posteriormente, se agregaron 200 uL de los sueros de los ratones de los grupos
infectados en los diferentes esquemas de reinfeccién y del control, el cual fue

obtenido en el dia 45 después de la primera infeccion. Los sueros se probaron
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a diversas diluciones: 1:50, 1:100, 1:250 y 1:500; esto para evitar que exista un
desequilibrio en la concentracion entre antigeno y anticuerpo que interfiera en la
formacion de inmunocomplejos, este efecto se llama prozona, al haber exceso
de anticuerpo; y postzona, cuando hay mayor cantidad de antigeno que el
anticuerpo disponible. La placa se dejo en incubacion a 37° C durante 1 hora y
se realizaron cuatro lavados de 2 minutos y un quinto lavado de 3 minutos.
Posteriormente, se agregdé 200 pL del segundo anticuerpo, Anti-IgG de ratén
conjugado con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch #315-035-045), que se
us6 a una dilucion de 1:1000; y se dejo en incubacién a 37 °C durante 1 hora.
Se agreg6é 160 pL del sustrato cromoégeno, peréxido de hidrogeno con o-
fenilendiamina (Sigma-Aldrich, #P9029) y se dej6é en incubacién durante 30
minutos protegido de la luz a temperatura ambiente. La reaccidon se detuvo con
40 uL acido sulfurico 1N (BioRad, #R10). En todos los pasos la placa de 96
pocillos fue recubierta con capa de papel aluminio. La placa se analizé en un
espectrofotometro (STAT FAX 3200, Awareness Technolgy, INC) a 492 nm con

filtro en 630 nm para determinar las lecturas de absorbancia.

6.14 Analisis Estadistico

Para llevar a cabo los analisis, se hicieron pruebas en todos para
determinar la normalidad de estos. En muestras mayores a 50 datos se llevo a
cabo la prueba de Kolmogérov-Smirnov; mientras que en aquellos donde habia
menos de 50, se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk. Para el aumento del volumen

del cojinete plantar de ratones infectados contra el grupo control, se llevaron a
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cabo pruebas t de Student no pareadas. Para el analisis histopatoldgico, se
utilizaron pruebas no paramétricas, U de Mann-Whitney y para comparar el
tamano de los 6rganos bazo y ganglio, se llevé a cabo una prueba t de Student
no pareada con correccion de Welch. Para los resultados de la prueba ELISA se
llevé a cabo una prueba de ANOVA de una via con comparaciones multiples de
Dunnet o de Tukey para comparar frente al grupo control o entre todos los
grupos, respectivamente. Se considera como estadisticamente significativo

aquellos resultados con valor de p menor o igual a 0.05 (p < 0.05).
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CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1 Ensayo de curva de crecimiento

De manera inicial, se obtuvo el crecimiento Optimo de la bacteria
Actinomadura madurae a una temperatura de 37 °C en condiciones de agitacion
a 75 RPM en bafio de agua con agitador. Se observé desde el primer hasta el
sexto dia un aumento exponencial en el total de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) pertenecientes a la fase logaritmica de crecimiento, con un
maximo de 1.83x108 UFC/mL, y a partir del séptimo y octavo dia se observa un
aplanamiento en el crecimiento de la bacteria que corresponde a la fase

estacionaria de cultivo como se observa en la figura 14.

Analisis de Conteo de Colonias de Actinomadura madurae
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Figura 14. Curva de crecimiento de Actinomadura madurae.
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7.2 Analisis de la evolucién clinica de la infecciéon en cojinete plantar

Tras haber realizado la infeccion en ratones BALB/c, se evalué el volumen
de la inflamacion del sitio de infeccibn como una caracteristica clinica del
micetoma. En la figura 15, que corresponde al grupo de ratones BALB/c
infectados con una sola dosis de Actinomadura madurae, se observa una
inflamacion que alcanza un pico maximo de 270 mm? en el dia 5, caracteristico
de la etapa aguda, que comienza a disminuir hasta llegar a un volumen similar
al del grupo control, 55 mm?, entre el dia 15 al 21 y a partir de aqui se mantiene

constante hasta el final del experimento.

Volumen de Cojinete Plantar
en mm*3
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Figura 15. Comparacion del volumen del cojinete plantar de ratones infectados
con una dosis con Actinomadura madurae frente a grupo control. n = 5. **** =p

< 0.0001.

Para el grupo de ratones que fueron reinfectados con Actinomadura

madurae cada 30 dias, se observd un comportamiento similar al descrito para el
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grupo de dosis unica en los primeros dias, donde se presentd un pico de
inflamacion de 262 mm? al dia 5, que comenzo a disminuir durante los siguientes
dias, hasta observar un volumen similar al del grupo control a partir del dia 21,
con un promedio de 59 mm?3. Después de cada reinfeccidn, 5 en total, se observo
un aumento en el volumen de la extremidad infectada menor al de la fase aguda,
sin embargo, disminuyo con el paso de los dias, sin observarse una inflamacion

caracteristica de la fase crénica, como se muestra en la figura 16.
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Figura 16. Comparacion del volumen del cojinete plantar de ratones reinfectados
cada 30 dias con Actinomadura madurae frente a grupo control. n =5. *=p <

0.05; ** = p <0.01; ** = p <0.001; *** = p <0.0001.

Para el grupo de ratones reinfectados cada 15 dias se observo un
comportamiento de inflamacién aguda como el descrito en los grupos previos
con su caracteristico pico de inflamacion, 236 mm?3, a los 5 dias. A partir de aqui
disminuyé sin llegar al volumen de los ratones que no fueron infectados.
Después de cada reinfeccion, un total de 10, se observaron picos de aumento
de la inflamacion en los primeros tres dias y a partir de aqui disminuyd, con una
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tendencia de aumento del volumen maximo después de cada reinfeccion en los
primeros 70 dias, que varié de 150 a 190 mm?3, y este comenzo6 a disminuir en
las siguientes reinfecciones. Ninguno de los picos de inflamacion llegd a ser
mayor que el mostrado en la etapa aguda de inflamacién como se muestra en

la figura 17.
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Figura 17. Comparacion del volumen del cojinete plantar de ratones reinfectados
cada 15 dias con Actinomadura madurae frente a grupo control. n =5. * = p <

0.05; ** = p <0.01; ** = p <0.001; **** = p <0.0001.

Para el grupo de ratones reinfectados cada 7 dias, de igual manera que
en los grupos anteriores, se observé un pico de inflamacion al dia 5 de 293 mm?,
que disminuyd con el paso de los dias; en este grupo de ratones se observd que
en las primeras dos reinfecciones correspondientes al Dia 7 y 14, no hubo un
aumento significativo del volumen del cojinete infectado, y no es hasta después
de la tercera reinfeccion en el dia 21, que se observé un aumento significativo
del volumen de la extremidad infectada. Las reinfecciones se suspendieron a

partir del dia 42, para observar si el progreso natural de la enfermedad daba
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lugar al establecimiento el micetoma; sin embargo, se observé el efecto
contrario, ya que el volumen del cojinete plantar disminuyé a niveles similares
de los ratones control, alrededor del dia 110. A partir de aqui se reinicio el
esquema de reinfeccién donde se observé de nuevo el aumento del volumen de

la extremidad afectada como se aprecia en la figura 18.
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Figura 18. Comparacion del volumen del cojinete plantar de ratones reinfectados
cada 7 dias con Actinomadura madurae frente a grupo control. n =5. * = p <

0.05; ** = p <0.01; ** = p <0.001; *** = p <0.0001.
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7.2.1 Cambios macroscoépicos de las extremidades infectadas

TABLA 13

Cambios macroscépicos de la evolucion clinica

Ratones BALB/c

Infeccion Unica

Dia 170

Reinfeccién cada 30

dias

Reinfeccién cada 15

dias

Reinfeccidon cada 7

dias

+++

Sin Infeccion

+++
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En la tabla 13 se muestran imagenes representativas de las extremidades
infectadas en cada esquema de reinfeccion. La primera imagen de cada grupo
corresponde a la observada en el dia 5 post primo infeccion que corresponde al
dia registrado como el pico maximo de la inflamacion en la etapa aguda,
mientras que la segunda imagen corresponde al proceso inflamatorio que se
observo a los 170 dias. El grupo de infeccién unica desarrollé un aumento de
volumen y endurecimiento de la region infectada, sin mostrar alguna otra
alteracion y al paso de los 170 dias se observd que la extremidad habia
regresado a su tamano normal, la cual no mostré ningun cambio permanente ni
signos de tejido lesionado, similar al grupo de ratones control que no fueron

infectados.

Para el grupo de ratones infectados cada 30 dias, en el dia 5 se observé un
comportamiento similar al descrito previamente con un edema y una tumoracion
del tejido infectado, sin mostrar la presencia de otras -caracteristicas
macroscopicas de dafno como formacion de costras o abscesos, y al final del
proceso de reinfeccion, en el dia 170, se observé un edema, ademas de la
deformacion del tejido, la perdida de pelo en toda la region del pie, aparicion de
pequenas ulceras y costras sin presentar descarga de material purulento o

abscesos observables.

En los ratones con reinfeccion cada 15 dias en la fase aguda, se observé un
aumento del volumen y una tumoracion de la extremidad, similar a los grupos
anteriores, con pequenos abscesos y una costra en el sitio de las lesiones. En

la fase cronica se observé una deformacion del tejido, la perdida de pelo en la
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region afectada, tejido cicatricial, asi como la formacion de ulceras con costra,
la secrecion de material purulento tras las reinfecciones y el adelgazamiento de

la piel circundante a la lesion.

Por su parte, en el grupo de ratones reinfectados cada 7 dias en la fase
aguda observamos un aumento de volumen y endurecimiento del area afectada
sin mostrar mayor dafio o presencia de otras caracteristicas clinicas como en
los grupos anteriores; sin embargo, al pasar los 170 dias, se observo
deformacion en el tejido afectado, asi como tejido cicatricial, formacién de
ulceras que sangraban y abscesos que drenaban material purulento debido al

adelgazamiento del grosor de la piel circundante a las lesiones.

En el grupo control nunca se observaron cambios macroscopicos

relacionados con dafno del tejido.

7.3 Medidas y celularidad de bazo

Tras realizar la extraccidn quirurgica del bazo, se obtuvo el peso y la longitud
del érgano, asi como la cuenta de las células mononucleares donde se observo
un aumento en el peso del grupo control con un promedio de 162 mg en
comparacion de 312 mg obtenidos en los bazos de ratones infectados con
Actinomadura madurae con una diferencia estadisticamente significativa, como

lo muestra la figura 19.
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Figura 19. Comparacion del peso de bazos de ratones control frente a infectados

con Actinomadura madurae n = 5. * = p < 0.05.

En la figura 20, se muestra el analisis de la longitud de los bazos obtenidos,
en donde el grupo de ratones infectados midieron en promedio 2.08 cm frente a
los 1.55 cm obtenidos en el grupo control, esta diferencia es estadisticamente

significativa.
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Figura 20. Comparacion de medidas de bazos de ratones control frente a

infectados con Actinomadura madurae. n = 5. ** = p < 0.01.
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Por su parte en el analisis del numero de células mononucleares del bazo,
en los ratones infectados hubo un aumento con un total de 1.29x108 células/mL
comparado al observado en ratones no infectados con un nimero de 2.88x107,

esta diferencia es estadisticamente significativa.

2.5x108

2x108 .

1.5%108

Celulas
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Figura 21. Comparacién del numero de células de bazo de ratones control frente

a infectados con Actinomadura madurae. n = 5. ** = p <0.01.

7.4 Medidas y celularidad de ganglio

Se llevaron a cabo la toma de medidas de peso, longitud y la cuenta del
numero de células del ganglio popliteo de ratones infectados y no infectados.
Como se demuestra en la figura 22, se observd un aumento del peso de los
ganglios de ratones infectados, con un promedio de 74 mg frente a los 17 mg

obtenidos de animales control, con una diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 22. Comparacion del peso de ganglio de ratones control frente a infectados

con Actinomadura madurae. n = 5. ** = p < 0.01.

Ademas, se observo un aumento del tamano longitudinal de los ganglios de
los ratones infectados, con un promedio aproximado de 5 mm, frente a aquellos
que pertenecieron al grupo control con 2.52 mm de promedio, donde se observo

una diferencia estadisticamente significativa, como lo muestra la figura 23.
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Figura 23. Comparacion del tamafo longitudinal de ganglio de ratones control

frente a infectados con Actinomadura madurae. n = 5. **** = p < 0.0001.
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Por ultimo, al analizar la cuenta de células de ganglio de los ratones
infectados se observé un aumento de estas frente al grupo control, en los que se
obtuvieron 3.75x10° células/mL frente a las 1.42x107 células/mL que se
observaron en ratones infectados, con una diferencia estadisticamente

significativa como lo muestra la figura 24.
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Figura 24. Comparacion del numero de células de ganglio de ratones control

frente a infectados con Actinomadura madurae.n =5. * = p < 0.05.

7.5 Analisis histopatolégico

El analisis histopatologico se llevd a cabo a través de observador cegado
experto, y se investigd la presencia de poblaciones celulares, asi como de
marcadores de dafio al tejido posterior a la infeccion por Actinomadura madurae

en ratones BALB/c, los resultados obtenidos se muestran en la tabla 13.
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TABLA 14

Resultados de analisis histopatologico

Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
PMN - - - + + +++ |+ | | |
Linfocitos + - - + + ++ ++ ++ ++ ++
Plasmaticas - - - - + + + + ++ +
Células Eosinéfilos - - - - - - + + + +
Cebadas - - - - - + + + + ++
Espumosas - - + - + + ++ ++ ++ ++
Fibroblastos - - + + + ++ + ++ ++ ++
Edema L M L M M L M L L L
Congestion M M L L M M M L L L
Necrosis - - - - - + + + + +
Lesion Tisular Paniculitis - - - - - ++ |+ | ++ ++ ++
Inflamacion - - - - - ++ |+ | A | |
perineural
Neuritis - - - - - + ++ ++ +++ | +++
Lesién Osea Osteomielitis - - - - - + +++ | 4+ | 4+ |
. Vasculitis - - - - - - ++ - ++ +
Cambios T b
Vasculares rombos . . . . . _ i} i} i} )
Sépticos
Cambios Hiperplasia
Linfoides Linfoide
Piel Ulceras - - - - - - - - - -
. Microabscesos - - - - - ++ +++ |+t | |
Actinomadura .
Bacterias - - - - - - - - - -
Lesion Miositis - - - - - + ++ +++ | +++ ++
Muscular Atrofia - - - - + + ++ ++ + +

Como se puede observar en la tabla 13, la presencia de poblaciones

celulares es mayor en los ratones que fueron infectados comparados con el

grupo control, destacando la alta presencia de polimorfonucleares, linfocitos,

macrofagos de tipo espumoso y fibroblastos. Todos los parametros analizados

demostraron ser estadisticamente significativos, como se muestra en la figura

25. Se describe en la tabla como +, presencia baja; ++, presencia media; y +++,

alta presencia; -, sin presencia.

65




100

80—

60

40

infectado
[

|_+ ﬁ mm Control Negativo
204 Infectados

Em Actinomadura
0- madurae

Porcentaje en tejido

] o ] -] &
& A U
R o & 2 )
& & & F S
N
Vo f & ¢

Figura 25. Analisis histopatologico en el tejido de ratones infectados con

Actinomadura madurae. n =5. * = p < 0.05; * = p < 0.01.

Por otra parte, también se analizaron indicadores de dafo al tejido
infectado, y se observé aumento en la inflamacion perineural, neuritis, miositis y
paniculitis comparado con los ratones del grupo control, los cuales no
presentaron casi ninguno de los marcadores de dafio a excepcion de congestion
vascular y atrofia en uno de los ratones. Todos los parametros tuvieron

diferencias estadisticamente significativas, como se observa en la figura 26.
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Figura 26. Analisis de la presencia de marcadores de dano en tejido de ratones

infectados con Actinomadura madurae n =5. * = p < 0.05; ** = p < 0.01.
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7.6 Determinacion de Anticuerpos IgM especificos anti-Actinomadura

madurae

Para la determinaciéon de anticuerpos especificos IgM anti-Actinomadura
madurae se estandarizd una prueba de ELISA indirecto basandose en la
estrategia previamente utilizada para Nocardia brasiliensis. De las diferentes
diluciones del suero de raton probadas y del anticuerpo anti-IgM se obtuvieron

los promedios de absorbancias que se muestran en la figura 27.
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Figura 27. Promedios de absorbancias de anticuerpos IgM en diferentes

diluciones de sueros de ratones infectados y de anti-lgM de ratén. n = 3.

Se analizaron estadisticamente los promedios de absorbancia obtenidos

con las diferentes diluciones de suero de ratén y de anti-IgM para determinar
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cuales eran Optimas para hacer la determinacién de anticuerpos IgM anti-
Actinomadura madurae. De lo anterior, se observo que tanto, la dilucion 1:50
como la de 1:20 cuando se probaron con la dilucion 1:500 del anti-IgM de ratén.
mostraron una diferencia estadisticamente significativa comparada con los
sueros de los ratones no infectados, sin embargo, estas lecturas de absorbancia

incluyendo la del grupo control estan por encima de 0.5.
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Figura 28. Promedios y fold change de absorbancia de diferentes diluciones de
sueros de ratones infectados con Actinomadura madurae con Anti-IgM: 1:500.

n=3; *** = p < 0.0001.

Para el ensayo en el que se pusieron a prueba las diluciones del suero 1:20
y 1:50 con anti-IgM a dilucion 1:1000, se observé que los promedios de las
absorbancias fueron de 0.75 y 0.35, respectivamente, comparados con 0.19 de

los sueros del grupo control; sin embargo, la dilucién de 1:20 mostré una
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diferencia estadisticamente significativa que no se observé en la dilucion 1:50,

como se muestra en la figura 29.
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Figura 29. Promedios de absorbancia de diferentes diluciones de sueros de
ratones infectados con Actinomadura madurae con Anti-IgM: 1:1000. n = 3; ***

=p < 0.001.

En el tercer experimento, se probaron los sueros de ratones diluidos 1:20
y 1:40 y el anticuerpo anti-lgM a una dilucion 1:1500 en donde se obtuvieron
resultados de absorbancia muy similares a los observados para la dilucién anti-
IgM 1:1000. Para el suero de ratones infectados, en la dilucion 1:20 se
observaron valores de absorbancia en promedio de 0.61, mientras que para 1:40

fue de 0.38; ademas de que en comparacion con el promedio de absorbancia del
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grupo control que fue de 0.20, tanto la diluciéon 1:20 como 1:40, mostraron una

diferencia estadisticamente significativa, como se muestra en la figura 30.
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Figura 30. Promedios de absorbancia de diferentes diluciones de sueros de
ratones infectados con Actinomadura madurae con Anti-IgM: 1:1500. n = 3; ****

= p < 0.0001.

Por ultimo, se probd los sueros de ratones infectados a las diluciones
1:20 y 1:40 con el anti-lgM a una dilucién de 1:2000, y se obtuvieron promedios
de absorbancia de 0.37 y 0.19, respectivamente, comparados con el promedio
del grupo control que fue de 0.32. Estos resultados no mostraron ser
estadisticamente significativas frente a los ratones del grupo control como se

muestra en la figura 31.
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Figura 31. Promedios de absorbancia de diferentes diluciones de sueros de
ratones infectados con Actinomadura madurae con Anti-IgM: 1:2000. n = 3; *=

p < 0.05.

De todos los experimentos anteriores se encontré que cuando se utilizo el
suero de ratones infectados con Actinomadura madurae 5 dias postinfeccion a
una dilucion de 1:20 y anti-IgM de ratdn obtenida en conejo a dilucion 1:1500,
se obtienen las condiciones oOptimas para determinar anticuerpos IgM anti-

Actinomadura madurae.

Posteriormente, esto fue confirmado por tres ensayos independientes
hechos por triplicado donde se obtuvieron lecturas de absorbancia similares a
los obtenidos en el proceso de estandarizacion, con una variabilidad inter-
ensayo minima lo cual mostré una diferencia estadisticamente significativa
frente a los sueros de ratones no infectados como se observa en la figura 32.
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Figura 32. Determinacion de anticuerpos IgM anti-Actinomadura madurae en

sueros de ratones en condiciones optimas. n = 3; * = p < 0.05.

Para confirmar la especificidad de los anticuerpos IgM anti-Actinomadura
madurae, el suero de ratones infectados se probo frente al ECC de Nocardia
brasiliensis, el agente causal mas comun de micetoma bacteriano, replicando
las condiciones previamente estandarizadas y se observé que el suero de
ratones infectados con Actinomadura madurae reacciona de manera especifica
frente al ECC de este agente causal con un promedio de absorbancias cercano
a 0.6, similar al obtenido durante la estandarizacion de la técnica; por otra parte,
este suero al enfrentarse al ECC de Nocardia brasiliensis arrojé un promedio de
absorbancia cercano a 0.2. El suero de ratones infectados frente a ECC de
Actinomadura madurae mostré una diferencia estadisticamente significativa

frente a los otros grupos, por lo que se establece que las IgM en suero de ratones
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infectados con Actinomadura madurae son especificas y no muestran reaccién

cruzada al compararlos con ECC de Nocardia brasiliensis, como se muestra en

la figura 33.
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Figura 33. Promedios de absorbancia para determinacién de anticuerpos IgM

especificos anti-Actinomadura madurae. n = 3; *** =p <0.001: **** = p <0.0001.

7.7 Determinacion de Anticuerpos IgG especificos anti-Actinomadura

madurae

Para la determinacion de anticuerpos especificos IgG anti-Actinomadura
madurae se estandarizd una prueba de ELISA indirecto basandose en la
estrategia previamente utilizada para Nocardia brasiliensis. De las diferentes
diluciones del suero de ratén probadas, 1:50, 1:100, 1:250 y 1:500, con el
anticuerpo anti-lgG a dilucién 1:1000, se obtuvieron los promedios de

absorbancias que se muestran en la figura 34.
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Figura 34. Promedios de absorbancias de anticuerpos IgG en diferentes
diluciones de sueros de ratones infectados con anti-IgG de ratén 1:1000. n = 3;

** = p<0.01.

De estos experimentos se determind que utilizando el suero de ratones
infectados con Actinomadura madurae 45 dias postinfeccion a una dilucion de
1:50 y con anti-IgG de raton obtenida en conejo a dilucion 1:1000 se obtiene un
promedio de absorbancia de 0.52 con una diferencia estadisticamente
significativa comparada con el suero del grupo control sin infeccion obteniendo
asi las condiciones éptimas para determinar anticuerpos IgG anti-Actinomadura

madurae.
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Posterior a esto, se realizaron tres ensayos independientes hechos por
triplicado para verificar los resultados de estas condiciones estandarizadas que
se muestran en la figura 35, donde se observé un promedio de absorbancia de
0.92 frente al 0.24 del grupo control con una variabilidad inter-ensayo minima,
lo cual mostré una diferencia estadisticamente significativa frente a los sueros
de ratones no infectados como se observa en la figura 35.
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Figura 35. Determinaciéon de anticuerpos IgG anti-Actinomadura madurae en

sueros de ratones en condiciones 6ptimas. n = 3; **** = p < 0.0001.

Una vez comprobadas estas condiciones se determind la presencia de
anticuerpos especificos 1gG anti-Actinomadura madurae en los diversos
esquemas de reinfeccidn, para observar si existia diferencia en la concentracion
de anticuerpos presentes segun el numero de reinfecciones. Se observo que el
grupo control mostré un promedio de absorbancias de 0.17, mientras que en
todos los grupos de ratones infectados con Actinomadura madurae se obtuvieron

promedios de absorbancias por arriba de 0.35 hasta 0.59 y que ademas

75



mostraron una diferencia estadisticamente significativa en todos los grupos frente
al control. Ademas, se probé como control de reaccion cruzada suero de ratones
infectados con Nocardia brasiliensis frente al ECC de Actinomadura madurae,
que mostré absorbancias de 0.12 lo cual indicd que no existe reaccion cruzada y

se observa en la figura 36.
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Figura 36. Promedios de absorbancia de anticuerpos IgG anti-Actinomadura
madurae en los diferentes esquemas de reinfeccién frente al control sin
infeccion o sueros de ratones infectados con Nocardia brasiliensis. n = 3; ** =p

<0.01; *** =p < 0.0001.

De igual manera que en la estandarizacion de ELISA de IgM, se estudio6 la
especificidad de los anticuerpos IgG anti-Actinomadura madurae poniendo a
prueba el suero de ratones infectados frente al ECC de Nocardia brasiliensis, y

se pudo observar que ninguno de los grupos mostré promedios de absorbancias
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elevados, de 0.05 a 0.06, sin diferencias estadisticamente significativas; se
agregé como control positivo suero de ratones infectados con Nocardia
brasiliensis, el cual mostré6 un promedio de absorbancia de 0.90, que fue
estadisticamente significativo comparado con los sueros de ratones infectados
con Actinomadura madurae, por lo que de igual manera se concluye que las IgG
en suero de raton infectado con Actinomadura madurae independientemente de
las veces que se haya expuesto son especificas y no arrojan una reaccion

cruzada frente a otros agentes causantes de micetoma, esto se observa en la

figura 37.
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Figura 37. Promedios de absorbancia para determinacion de anticuerpos IgG

especificos anti-Actinomadura madurae. n = 3; **** = p < 0.0001.
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CAPITULO 8

DISCUSION

El micetoma es una enfermedad que suele afectar a los estratos mas
vulnerables de la sociedad que la ha llevado a ser nombrada como enfermedad
tropical desatendida por la OMS y que si no es tratada puede complicarse e
incluso llevar a la muerte [Ziljstra, 2016 y Relhan, 2018], y a pesar de que su
presentacion clinica suele ser muy similar, el origen de la enfermedad puede ser
muy heterogéneo debido a los diferentes agentes etiolégicos que causan este
proceso infeccioso [Van De Sande, 2015], de todos estos, Actinomadura
madurae es el segundo mas frecuente de origen bacteriano; sin embargo, aun
existe un amplio desconocimiento de los mecanismos inmunopatoldgicos que
llevan al establecimiento de la infeccion, la formacion del micetoma o de su
resolucion [Ziljstra, 2016]. Un método de estudio para estas enfermedades son
los modelos experimentales en animales que reproducen las caracteristicas de
la infeccién del humano y que previamente han sido utilizados como en el
micetoma por Nocardia brasiliensis, o que ha permitido estudiar los mecanismos
inmunes en el establecimiento de la enfermedad o en su resolucion. Asi mismo,
nos dan la oportunidad de investigar nuevos blancos terapéuticos para este tipo

de enfermedades. [Salinas-Carmona, 1999]

Actualmente, no ha sido posible desarrollar un modelo experimental que
reproduzca el micetoma por Actinomadura madurae del humano. Es importante
estudiar primeramente las condiciones Optimas de crecimiento para que el

78



microorganismo conserve su virulencia. En este trabajo, se realiz6 una
expansion del microorganismo en medio solido BHI y se observd que habia un
crecimiento optimo de la bacteria en las placas cercano al dia 7. Han sido
descritas diversas formas de cultivo de este microorganismo; Gerber en 1969
llevd a cabo sus experimentos utilizando medios YD y medio de Bennet solidos
para el crecimiento en condiciones de agitacion a 210 RPM y 28 °C donde
obtuvo un crecimiento ideal a los 7 dias. Bonifaz en 2015 mencioné que el Agar
Lowenstein-Jensen es de alta utilidad debido a la exigencia nutritiva de
Actinomadura madurae; Verma y colaboradores en el 2019 publicaron que
algunos medios apropiados para el crecimiento son agar sangre o Sabouraud y
que las colonias crecen en un periodo de 7 a 10 dias de incubacion; todas estas

fechas similares a los resultados encontrados en este trabajo.

Para el crecimiento en medio de cultivo liquido, se realizé una curva de
crecimiento bacteriana y se establecieron sus fases a través de la cantidad de
Unidades Formadoras de Colonias obtenidas cada dia donde se observo que la
fase logaritmica correspondia del dia 2 hasta el 6 para a partir de aqui iniciar la
fase estacionaria, por lo que se seleccion6 el dia 5 como 6ptimo para llevar a
cabo la infeccion de los ratones. Estudios previos como Palma-Ramos y
colaboradores utilizaron medio BHI para el crecimiento de Actinomadura
madurae, mencionando que pasaron 14 dias hasta obtener una cantidad de
biomasa considerable midiendo la cantidad de unidades formadoras de colonia
por la técnica de nefelometria [Palma-Ramos, 2000]. Otros estudios como el de

Harada y colaboradores utilizaron medio de crecimiento Infusion Cerebro
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Corazén adicionada con glucosa 2% y obtuvieron un crecimiento éptimo a 32 °C

a los 7 dias, sin llevar a cabo un analisis del crecimiento. [Harada,2004].

Para los ensayos de infeccion en este estudio se probaron reinfecciones
cada 7, 15 y 30 dias, asi como una sola dosis. Es importante mencionar que
nunca se habia intentado previamente un modelo experimental que indujera
micetoma por Actinomadura madurae a base de reinfecciones. De los resultados
obtenidos observamos que en la infeccion de dosis Unica se presenta un pico
de inflamacién al dia 5 que se resuelve después de 21 dias regresando al
volumen registrado antes de la infeccidon sin desarrollar micetoma. Este
resultado es similar a lo reportado por Palma-Ramos y colaboradores en el 2000,
donde a pesar de probar diferentes cepas de la bacteria no lograron inducir el
desarrollo del micetoma. En los esquemas de reinfeccion de cada 30, 15y 7
dias se observaron picos de inflamacion al dia 5 similares al de la dosis unica, y
después de cada reinfeccion se presentaban nuevamente este pico de
inflamacién con lesiones caracteristicas del micetoma tales como Uulceras,
abscesos con supuracion y deformacion de tejido; hasta el momento no existen
reportes en la literatura que hayan observado estas caracteristicas de dafio al
intentar modelos de infeccion con Actinomadura madurae en ratones. Gumaa y
colaboradores en 1981 llevaron a cabo un modelo de infeccién experimental de
micetoma en cabras con un esquema de reinfecciones, utilizando Actinomadura
madurae, Actinomadura pelletieri y Nocardia brasiliensis. Las cabras recibieron
hasta un total de 8 reinfecciones y observaron volumenes maximos de

inflamacion cerca de la tercera semana de infeccion y que, a partir de la sexta,
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las lesiones eran detectables solo por palpacion del area infectada, a pesar de
que Actinomadura pelletieri suele ser mas infecciosas que Actinomadura
madurae, no fue posible establecer el micetoma con ninguno de los dos
patogenos. Previamente, Rippon y colaboradores encontraron la presencia de
un factor con accion proteolitica que tiene actividad sobre el colageno. A partir
de aqui se ha postulado que la colagenasa es importante para su patogenicidad.
Esto se comprobé posteriormente en ratones C57BI/6, los cuales al comparar
infecciones con Actinomadura madurae que contenia colagenasa y otra que no,
se observo que en la primera se presentaban lesiones micetomaticas; en cambio
en la cepa sin colagenasa no se observé esto. Sin embargo, estos resultados
parecen mostrar sesgo debido al uso de cortisona en el inéculo ya que al inyectar
ambas cepas en ratones sin el uso de cortisona no se formaron lesiones de
micetoma. [Rippon y Peck, 1967 y Rippon y Lorincz, 1964]. Parece ser que
Actinomadura madurae humana no tiene la suficiente virulencia o patogenicidad
para infectar a la cepa de ratén propuesta considerando el fondo genético
distinto entre especies, 0 que esta enfermedad parece establecer la enfermedad
en organismos que presentan un estado de inmunosupresion por lo que es
posible que se deban modificar diversas variables cepa para lograr establecer

el modelo experimental.

De los resultados de este trabajo, queda la posibilidad de usar diferentes
cepas y sexo de ratones, que, al tener un fondo genético distinto y, por lo tanto,
una respuesta inmune diferente, pueda favorecer el establecimiento del

micetoma. De igual forma, la modificacion del esquema de reinfecciones, como
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lo son la frecuencia o la concentracion del inéculo bacteriano, u otras cepas de
la bacteria, son posibles variables que permitan el desarrollo de un modelo

experimental por Actinomadura madurae.

En este trabajo, el analisis histopatoldgico al dia 170, del tejido de ratones
reinfectados con Actinomadura madurae mostré diversas poblaciones celulares
caracteristicas de un proceso inflamatorio como polimorfonucleares, linfocitos,
macrofagos y células espumosas; asi como de marcadores de dafo tisular y
microabscesos, reportados también en el micetoma por Nocardia brasiliensis
[Salinas-Carmona, 1999]; sin embargo, no se observaron granulomas que

indiquen el establecimiento del micetoma.

El diagndstico del micetoma por Actinomadura madurae actualmente se
realiza por cultivos microbiolégicos de las biopsias del tejido infectado, sin
embargo, tiene como limitante el tiempo que se tarda en obtener el resultado, asi
mismo en ocasiones no es posible determinar el agente causal. También se han
utilizado técnicas de biologia molecular, pero son costosas y poco accesibles. A
la fecha no se cuenta con una prueba seroldgica de diagnostico diferencial
temprano. Se ha mencionado previamente que estas pruebas no suelen ser
confiables debido a que su sensibilidad y especificidad suele ser baja y que se
pueden arrojar falsos positivos. En este trabajo se estandarizé una técnica de
ELISA para demostrar la presencia de anticuerpos IgM en la fase aguda de la
infeccidn, que mostraron ser especificos al no presentar reaccion cruzada frente
a antigenos de Nocardia brasiliensis. De igual manera se demostro la presencia

de IgG en la fase crénica, en el grupo de ratones infectados y en los reinfectados
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se comprobo su especificidad al no mostrar reaccion cruzada hacia antigenos de
Nocardia brasiliensis, el agente causal mas comun del actinomicetoma. Taha en
1983 habia hecho ensayos de mediciones de anticuerpos a través de ELISA en
pacientes diagnosticados con micetoma por Actinomadura madurae a diferentes
tiempos y de igual manera se encontr6 que todos tenian la presencia de
anticuerpos IgG, sin embargo, algunos de ellos mostraban reaccién cruzada con
Streptomyces somaliensis [Relhan, 2017]. También llegd a encontrar la presencia
de anticuerpos especificos para Actinomadura madurae hasta en 11% de los
individuos analizados, sin embargo, no todos tenian manifestacién clinica que
indicara la presencia de micetoma. Esto muestra que existe un papel activo de
los anticuerpos en la resoluciéon de la infeccion [Taha,1983]. Kamalam vy
colaboradores previamente habian mencionado que hay una mayor participacion
de la inmunidad humoral en la infeccion por Actinomadura madurae que en
pelletieri  [Kamalam, 1987]. Asi mismo, Palma-Ramos a través de
inmunoperoxidasa especifica contra Actinomadura demostro la presencia de un
cemento, un polisacarido acido sulfatado, el cual parece unir a las bacterias en
granos Yy limitar la respuesta inmune; derivado de esto es posible que parte de
los anticuerpos IgM e IgG formados contra esta bacteria sean especificos frente
a este “cemento”, inhibiendo la formacion de granulo y permitiendo la posterior
destruccion del patdégeno, lo cual podria indicar la ausencia del micetoma en los
ratones reinfectados [Palma-Ramos,2005]. De igual manera se ha reportado que
en otros agente de micetoma los anticuerpos IgM son quienes confieren una
mayor proteccion, a diferencia de los IgG, por lo que parece ser que este

comportamiento aparece de igual manera con este agente etioldgico, por lo que
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estudiar la cinética de los anticuerpos en diferentes tiempos tras las reinfecciones
permitiria saber si los titulos aumentan tras cada infeccion y si esta respuesta es
quien participa en la resolucion de la infeccion y el impedimento del

establecimiento del micetoma.

Salinas-Carmona y colaboradoras reportaron que la prueba de ELISA para
el diagndstico de Nocardia brasiliensis es util para el diagnostico y el seguimiento
terapéutico, ya que mostré mayor concentracion de anticuerpos en sueros de
pacientes con la enfermedad activa, sin reacciéon cruzada con otros agentes
etiolégicos de enfermedades que forman granulomas como Mycobacterium
leprae y Mycobacterium tuberculosis o Actinomadura madurae al categorizarlas
correctamente como negativo a Nocardia brasiliensis [Salinas-Carmona, 1993].
De igual manera, la prueba de ELISA estandarizada en este proyecto permite
detectar anticuerpos IgM e IgG especificos, que al ser probada con sueros de
pacientes con micetoma por Actinomadura madurae puede ser de utilidad clinica

para un diagnéstico diferencial temprano.
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CAPITULO 9

CONCLUSION

La reinfeccion con Actinomadura madurae en ratones BALB/c no indujo

el micetoma, pero si induce la formacién de anticuerpos especificos.
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CAPITULO 10

PERSPECTIVAS

En la infeccion o reinfeccion de ratones con Actinomadura madurae, es
importante investigar las subpoblaciones celulares, asi como la produccion de
citocinas pro y antiinflamatorias presentes en el tejido infectado y en los 6érganos
linfoides en las diferentes etapas de la infeccion, con el propdsito de conocer los
mecanismos inmunoldgicos involucrados en la resolucion o el establecimiento

del micetoma.
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APENDICE
Reactivos
Agar BHI (1 litro)

1. Pesar 52 g de Agar BHI BD Bioxon.

2. Agregar 1 litro de agua destilada en matraz Erlenmeyer.

3. Disolver completamente calentando la mezcla hasta que hierva en
agitacion.

Esterilizar en autoclave a 121 °C a 15 psi durante 45 minutos.

Dejar enfriar hasta que esté manejable.

Vertir 20mL en placas Petri estériles.

Dejar solidificar al interior de campana de flujo laminar hasta llegar a
temperatura ambiente.

8. Sellar y refrigerar hasta su uso.

Caldo BHI (1 Litro)

No ok

Pesar 37 g del polvo de Caldo BHI BD Bioxon.

Agregar 1 litro de agua destilada en un matraz Erlenmeyer.

Mezclar bien hasta que el polvo se disuelva completamente con calor.
Esterilizar en autoclave a 121 °C a 15 psi durante 45 minutos.

Dejar enfriar a temperatura ambiente.

Almacenar en refrigeracion (2—8 °C) hasta su uso.

2B

Solucién salina estéril adicionada con Tween-80 (0.05% p/v) [1 litro]

Pesar 8.5 g de NaCl.

Agregar 900 mL de agua destilada estéril en un matraz Erlenmeyer.
Agregar 0.5g (0.47 mL) de Tween-80.

Mezclar con agitacion hasta disolver.

Ajustar el volumen final a 1000 mL con agua destilada.

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 45 minutos.

Dejar enfriar a temperatura ambiente.

8. Almacena en refrigeracién (2-8 °C).

Solucién de Lisis (NH,CI) [100 mL)

Nk wd =

Pesar 1.0 g de NH,CI en balanza analitica.

Agregar 80 mL de agua destilada en vaso de precipitado.
Disolver completamente el NH,CI con agitacion.
Completar el volumen a 100 mL de agua destilada.
Almacenar a 4 °C.

Nota: No usar después de 1 mes de almacenamiento.

e hwWN~

91



Acido Acético al 2% (1 Litro)

Precaucion: Colocar guantes y equipo de seguridad (el acido glacial es corrosivo
y sus vapores son toxicos).

1. Medir 20 mL de acido acético glacial, usando una pipeta graduada, en
campana de extraccion.

2. Agregar el acido a un matraz Erlenmeyer con 500 mL de agua destilada.
a. Nota: Siempre agregar el acido al agua, nunca al revés.

Mezclar bien con agitacion suave.

Completar el volumen a 1000 mL con agua destilada.

Etiquetar claramente con concentracién, fecha y precauciones.

Almacenar a temperatura ambiente en recipiente cerrado.

Formaldehido al 10% (1 Litro)

2

1. Calcular el volumen de formaldehido al 38%, necesario para obtener

formaldehido al 10%:
C2xV2 10%+*1000 ml
a. V1= =

Cc1 38%
Medir 263 mL de formaldehido 38% con pipeta graduada.

2.

3. Colocar en un recipiente apropiado (ambar).

4. Agregar lentamente agua destilada hasta completar 1 litro.
5. Mezclar suavemente para homogeneizar.
6.
7.
S

= 263 mL

Etiquetar el recipiente con concentracién, fecha y precauciones.
Guardar en lugar fresco y ventilado, con tapa segura.

PBS-Tween 20 (1 Litro)

Preparar 1 litro de PBS (pH 7.0).

Medir 0.5 mL de Tween 20 con una micropipeta o jeringa.
Agregar el Tween 20 al PBS.

Mezclar hasta que el Tween 20 se disuelva.

Almacenar la solucion en un frasco limpio a 4 °C.

abrwbd-~

Nota: Agitar antes de usar para asegurar homogeneidad.
Buffer de acetatos pH 5.0

1. Medir 2.86 mL de Acido acético en pipeta graduada en campana de
extraccion.

Pesar 0.41 g de Acetato de sodio anhidro.

Pesar 0.68 g de Acetato de sodio trihidratado.

Agregar a un matraz Erlenmeyer con 250 mL de agua destilada

Mezclar hasta homogenizar los componentes.

Llevar el volumen hasta 500 mL con agua destilada

Ajustar el pH a 5.0.

Refrigerar a 4 °C.

NGO WD
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PBS pH 7.2-7.4 (250 mL)

Pesar 0.055 g de KCI.

Pesar 0.2875 g de Naz2HPOa.

Pesar 0.05 g de KH2POa4.

Pesar 2.015g de NacCl.

Colocar los reactivos en un vaso de precipitado de 500 mL.

Disolver con 100 mL de agua bidestilada.

Ajustar el pH enunrangode 7.2 a 7.4.

Trasvasar a un matraz volumétrico de 250 mL y aforar con agua
bidestilada.

9. Colocar en un recipiente y almacenar en refrigeracion a 4 °C.

NGO~ WN =

Solucién de Lavado

Tomar 199.8 mL de PBS.

Anadir 200 pL de Tween 20 (1:1000).

Homogenizar la dilucion.

4. Agregar a un frasco y almacenar en refrigeracion a 4 ° C.

wn =

Solucion de Bloqueo (Leche descremada al 5% en PBS) [50 mL]

Pesar 2.5 g de leche descremada

Anadir 25 mL de PBS a un vaso de precipitado
Colocar la leche en el vaso de precipitados
Anadir 25 mL de PBS

Disolver hasta obtener mezcla homogénea.

aobrwbd-~

Nota: Preparar en el momento del ensayo.
Sustrato Cromégeno
Nota: Cubrir previamente un tubo cénico de 50 mL con papel aluminio.

Pesar 0.1274 g de acido citrico.

Pesar 0.1817 g de fosfato dibasico de sodio.

Colocarlos en el tubo y afiadir 20 mL de agua bidestilada
Ajustar a pH 5.0

Llevarlo a 25 mL

Agregar 0.01 g de O-fenilendiamina

Agregar 3 L de perodxido de hidrogeno al 30%.

8. Mezclar por inversion.

Noabkowd =~

Soluciéon para detener la reacciéon

1. Agregar 3 mL de agua bidestilada en matraz volumétrico de 10 mL.
2. Agregar 1.53 mL de &cido sulfurico 1N al matraz.
3. Aforar con agua bidestilada.
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