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RESUMEN

Agustina de los Santos Vega Alonso Fecha de Graduacién: Febrero de 1998
Universidad Auténoma de Nuevo Leon

Facultad de Medicina
Titulo del Estudio: DIFERENCIACION DE ACTINOMICETOS MEDIANTE

EL ANALISIS DE ACIDOS MICOLICOS

Nimero de paginas: 68 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con

especialidad en Microbiologia Médica

Area de Estudio: Microbiologia Médica

Propdosite y Método de Estudio: Las bacterias del orden Actinomicetales se les denomina informalmente

con €] término actinomiceto. En su identificacion se ha considerado la composicién quimica de la
pared celular, la cual esta formada por un peptidoglicano unido al arabinogalactano que forma
ésteres con acidos micdlicos (dcidos grasos B-hidroxi-a-alquil ramificados). Estos compuestos
estan presentes en los géneros Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus y Mycobacterium. En el
presente trabajo se desarrollé una estrategia para diferenciar actinomicetos mediante el anélisis de
derivados fluorescentes de acidos micolicos por cromatografia de liquidos de alta resolucién y sg
exploré su aplicacién en muestras clinicas de pacientes con cuadro clinico presuntivo de
micetoma para identificar su agente etioldgico. Para ello se emplearon las cepas Nocardia
brasiliensis HUJEG-1, N. brasiliensis ENCB-7571, N. asteroides ENCB-7570, Rhodococcus
equi ENCB-3117 y Actinomadura madurae TMC-0401. Se estandarizd el método analitico con
la cepa testigo (V. brasiliensis HUJEG-1) utilizando un cromatigrafo de liquidos System Gold
(Beckman), columna Nova-Pak C18 (Waters), detector de fluorescencia 157 (Beckman) con filtro
de excitacion de 305-395 nm y filtro de emision de 430-470 nm, una elucién en gradiente con
metancel y cloruro de metileno a un flujo de 2.5 mL/min y el agente derivatizante de 4cidos
carboxilicos 4-bromometil-6,7-dimetoxicumarina.

Contribuciones y Conclusiones: En el presente trabajo se describe por primera vez el patrén

FIRMA DEL ASESOR:

cromatografico de derivados fluorescentes de acidos micolicos de N. brasiliensis, N. asteroides'y
R equi. Se evalud la repetibilidad y reproducibilidad del tiempo de retencion y altura relativa de
los picos del patron cromatografico de derivados fluarescentes de dcidos micélicos de la cepa
testigo. La alta repetibilidad y reproducibilidad en tiempo de retencién obtenidas (< 1y 3%,
respectivamente) permitid utilizar la posicion de los picos cromatograficos como un criterio de
identificacién de género. A pesar de obtener una buena repetibilidad de la altura relativa de los
picos del patrén cromatografico (< 10%), en la reproducibilidad fueron evidentes dos grupos de
picos cromatogrifices (A, B, D, Ey F <26% y C, G, H e [ > 50%), a los primeros se les
designé picos diagnésticos los cuales pueden ser ftiles en la identificacion de la cepa testigo.
Ademas, se establecié como limite de deteccién 1,76 x 109UFC/mL para la cepa testigo. Se
propone un esquema de diferenciacion de actinomicetos con base en la ausencia o presencia de
picos cromatograficos correspondientes a dcidos micélicos y considerando el niimero de picos del
patrén cromatografico y tiempo de retencion de estos, con el cual es posible diferenciar mediante
el andlisis de derivados fluorescentes de acidos micdlicos los géneros Rhodococcus y Nocardia e
incluso entre especies N. brasiliensis y N. asteroides. L.os patrones cromatograficos de acidos
micélicos de las muestras analizadas de biopsias de cuatro pacientes con cuadro clinico
presuntivo de micetoma no mostraron picos de 4cidos micélicos en el intervalo del género
Nocardia, probablemente debido a que la concentracion bacteriana se encontraba por debajo del
limite de deteccién. Sin embargo en tres de los patrones cromatograficos de los cultivos de las
biopsias anteriores se pudo identificar el género del microorganismo, aunque la forma del patrén
cromatografico no coincidié con ninguna de las cepas de referencia evaluadas. Esto indica que
debe ser evaluada la reproducibilidad del método analitico utilizando diversas cepas del mismo
género y especie, para ver si existen pequeiias diferencias en la produccion de dcidos micdlicos
entre diversas cepas de una misma especie y asi poder diferenciar variedades dentro de una misma
especie. Ademds, seria conveniente observar los cambios del patrén cromatografico en diferentes
medios de cultivo y fases de crecimi

(



NOMENCLATURA

Abs Absorbancia

AcNMur Acido murimico

Ala Alanina

ATAM Area total de picos cromatogrificos correspondientes

a los acidos micdlicos

°C Grado Celsius

C.V. Coceficiente de variacion
DAP Acido diaminopimélico
D. O. Densidad optica

Et al. Y colaboradores

fg Femtogramo

g Gramo

g Aceleracién debida a la fuerza de gravedad
Gl Glicina

h Hora

Isoglu Isoglutdmico
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1. INTRODUCCION

1.1 Actinomicetos

1.1.1 Caracteristicas generales

A las bacterias pertenecientes al orden Actinomicetales se les designa con
el término actinomiceto. La mayoria de los actinomicetos son gram
positivos, filamentosos y parcialmente dcido alcohol resistentes. Ademas
son bacterias que crecen en medios simples o minerales con desarrollo mas
lento que el de una bacteria ordinaria y son importantes causas potenciales
de infecciones serias en humanos y animales (1,2). Estos microorganismos
que se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, se encuentran
principalmente en suelos, plantas y vegetacion en general, aunque también
se pueden aislar de la piel, orofaringe y tracto gastrointestinal del hombre
y animales. El hombre puede infectarse con este tipo de bacterias por
inhalacién o contagio directo de una herida o traumatismo abierto. Los
géneros que suelen causar infecciones en el ser humano son
Mycobacterium, Nocardia, Corynebacterium, Streptomyces,
Actinomadura y Rhodococcus (3).El género Mycobacterium incluye
especies causantes de enfermedades como tuberculosis, lepra y otros
granulomas crénicos mas o menos necrosantes, limitados o extensivos,
entre ellas se considera la especie tipo a M. tuberculosis. El género
Nocardia concretamente N. asteroides y N. brasiliensis son responsables de

la mayor parte de las infecciones sistémicas originadas por estos

1



microorganismos, N. brasiliensis, N. asteroides, §. somaliensis y A.
madurae son agentes etiolégicos de micetoma. El género Rhodococcus se

ha asociado a infecciones de heridas, abscesos, infecciones pulmonares y

osteomielitis (3.,4,5, 6,7,8).

Los actinomicetos poseen diversas caracteristicas que son tomadas en
cuenta para su identificacion tales como: su fisiologia donde hay formas
oxidativas y fermentativas; microscopicamente presentan cambios en su
morfologia dependiendo de los géneros, pudiendo ser cocobacilar,
difteroide o filamentosa, de modo andlogo, €l aspecto macrdscopico de las
colonias puede ser similar al de una bacteria ordinaria o presentar hifas
aéreas recordando la morfologia de los hongos filamentosos. En su
clasificacion se consideran tipo y estabilidad del miceho, variedad, nimero
y disposicidon de las esporas, formacién de esclerotes y esporangios;
también se toma en consideracion la resistencia al calor como propiedad
fisica; y la composicion quimica de la pared celular, principalmente su

contenido de aminoacidos, dcidos micdlicos, y carbohidratos (1,7).

La composicion de la pared celular es una caracteristica que se ha
considerado en la identificacién de los actinomicetos. La figura 1 muestra
que la pared celular esta formada por un peptidoglicano unido a un
arabinogalactano, éste forma ésteres con 4cidos grasos de alto peso
molecular llamados dcido micdlicos. El micolato del peptidoglicano forma

el esqueleto de la pared celular (9).



L = MC

GLp: Glucolipido PG: Peptidoglicano
LAM: Lipoarabinomanano MC: Membrana celular
AcM: Acido micdlico P: Proteinas

AGQGal: Arabinogalactano

Roitt, I. Brostoff, J. 1996. Inmunology. 4th. edition,
Figura 1. Esquema de la pared celular de micobacterias (Gram positivo
con acidos micdlicos)

Otros componentes quimicos considerados en la identificacién de
actinomicetos son los aminoacidos y azicares. En hidrolizados de
microorganismos completos la presencia o ausencia de &cido
diaminopimélico (DAP) y la diferenciacién de sus isémeros son de gran
importancia para la identificacion de estos microorganismos. En la figura
2 se muestra la posicidn de estos en la pared celular; tales hidrolizados
también pueden contener azicares de diagnéstico, los cuales tienen un gran
valor en su identificacién; para trabajo de rutina, las técnicas simplificadas

de Becker et al., Lechevalier et al. y Staneck y Roberts son recomendadas



para la deteccion de aminodcidos y aziicares de utilidad diagndstica
(10,11).

H,
R=%H
Zaa B
O/ L Aﬁla

. D-Isoglu
(Gh),__1-Lis (pap)

|
ARGl

Lehninger, A ; et al. 1993. Worth Publishers. New York. N. Y. U.S.A
Figura 2. Esquma del peptido glucano de la pared celular bacteriana

Los 4cidos micélicos son 4cidos grasos P-hidréxi-o-
alquilramificados, se pueden encontrar libres y esterificados al
arabinogalactano, como ya se vié en la figura 1. Se les considera
componentes estables de la pared celular de bacterias dcido-alcohol

resistentes de los géneros Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus y



Mycobacterium y han sido utilizados para diferenciarlos ya que la longitud
de las cadenas carbonadas varia con ¢l género, (figura 3) (10). Estos les
dan la capacidad de resistir la decoloracion con 4cidos diluidos (acido
clorhidrico al 3 % o 4cido sulfirico al 2 %) y alcohol etilico después de
ser tenidas sus células con fucsina fenicada. Esta propiedad se explica por
un principio de barrera lipidica: la fucsina se une y forma complejos con
los residuos de 4cidos micoélicos presentes en la pared celular que
incrementan el cardcter hidrofébico de estas bacterias e impiden la salida

del colorante, la integridad de la célula es esencial para que esta

caracteristica se manifieste (10)

(I)H
R-CH-CH-COOH

(GHa

CH,
R=C3y H39.41%7CH, R=Cy3.61 HX
n=9,11,13,15 n=19,21,23
Ci4_64 Ca6-60 €69 - 90
Acidos micélicos Acidos micélicos de Acidos micélicos de
de Rhodococcus Nocardia Mycobacterium

Lechevalier, 1971
Figura 3. Estructuras generales de los dcidos micdlicos



1.1.2 Métodos de identificacion

Los siguientes métodos de identificacién son utilizados para el resto de
microorganismos pertenecientes a el orden Actinomicetales. Por lo tanto
el género Mycobacterium a pesar de pertenecer a este grupo de

microorganismos es estudiado por separado.

La primera caracteristica a considerar en la identificacion de
actinomicetos es la morfologia microscopica y sus propiedades tintoreales.
Los actinomicetos aerobios son organismos Gram positivos. Tanto el
género Nocardia como ciertas especies del género Rhodococcus son acido-
alcohol resistentes, caracteristica que puede ser observada por medio de
las tinciones de Zhiel Neelsen o de Kinyoun. Lo géneros Nocardia y
Rhodococcus tienen tendencia a fraccionarse y aparecen al microscopio
con morfologia cocobacilar cuando se observan con objetivo de inmersion.
Actinomadura y Streptomyces no suelen romperse y se presentan como

masas filamentosas que no resisten la decoloracidon por el acido-alcohol

(7.

Los actinomicetos pueden crecer tanto en medio liquido como en
medio s6lido. No hay un medio de cultivo especifico para el aislamiento de
estos microorganismos. Se puede emplear el agar Sabouraud con o sin
antibidticos, agar sangre, agar infusion cerebro-corazén y medio de
Lowenstein-Jensen. Las especies de Nocardia y algunas especies de
Rhodococcus sobreviven a menudo a los procesos de concentracién y
descontaminacion de micobacterias y crecen en los medios de cultivo de

éstas. Las placas para el aislamiento de actinomicetos se pueden incubar a
6



30°C. Algunas especies crecen rdpidamente como Streptomyces y
Nocardia el desarrollo de colonias se observa después de dos a diez dias
de incubacién a 30°C. Otros como Actinomadura spp requiere hasta de

tres semanas de incubacion para su aislamiento (7,12, 13,14).

Con base en la fisiologia de los actinomicetos se tiene una serie de
pruebas bioquimicas para su diferenciacién entre géneros y especies, las
cuales estidn resumidas en la tabla 1. La descomposicion de los aminoacidos
tirosina y lisina, y la proteina caseina por algunas especies de
actinomicetos permite su diferenciacion. Para llevar al cabo estas pruebas
se emplean medios sélidos, que contienen cada uno de estos compuestos.
La hidrélisis se pone de manifiesto por la aparicién de una zona clara
alrededor de la colonia. El género Streptomyces hidroliza los tres
compuestos, Nocardia brasiliensis hidroliza caseina y tirosina, mientras
que N. asteroides no hidroliza ninguno. Los microorganismos que son
resistentes a la enzima lisozima no se lisan cuando se poncn en contacto
con ella. Esto le sucede a las especies que poseen la caracteristica de la
dcido-alcohol resistencia como Nocardia spp. y ciertos Rhodococcus. La
produccién de ureasa se prueba utilizando el medio de urea de
Christensen. Hidrolizan la urea: Nocardia asteroides, N. brasiliensis y N.
otitidiscaviarum. Son negativas para esta prueba Rhodococcus equi 'y
Actinomadura spp. La mayor parte de los actinomicetos aerobios
hidrolizan la gelatina a excepcion de N. asteroides y N. otitidiscaviarum.
Todos los actinomicetos reducen nitratos a excepcion del género
Streptomyces y las especies N. brasiliensis y R. aurantiaca. A diferencia
del resto de los actinomicetos la mayor parte de los Rhodococcus degradan
el etilenglicol cuando se incorpora a un medio sdlido como es el agar
Middlebrook 7H10 (1,7,8, 12, 13).



Tabla 1.

Reacciones fisiologicas de actinomicetos

112[(3(4[5]6
Acido resistencia + |+ +|-]+] -
Descompeosicion de:
Caseina ] = | =]4] =]+
Urea + |+ +] -]+ -
Xantina N R T
Resistencia a +| + |+ -1-]-
Lisozima
Formacion de acido a
partir de:
Celobiosa S R i
Glicerol + |+ |+ |+]-]-
Lactosa AL | -Qd B ] d
Maltosa -l --14dl-14d
Manitol +| - |d|+]-1]d
Xilosa DRLLINELAPS | -
Reduccion de nitrato +| + 1+ |+]-]-
Hidrdlisis de:
Gelatina + 1 dldl+]-]|+
Almidén d|d]|d|+]|d]|d

d= 15-85 % de las cepas positivas

1. Nocardia brasiliensis, 2. N.

asteroides, 3. N. otitidiscaviarum, 4. Actinomadura madurae, 5.
Rhodococcus equi, 6. Streptomyces somaliensis .
McNeil, M. y Brown, J. 1994. Clin. Microb. Rev. 7: 357-417.




Los métodos bioquimicos que se han utilizado en la identificacion de
estos microorganismos considerando la composicion de la pared celular
son: cromatografia en papel para el andlisis de aminoacidos, azicares de
utilidad diagnéstica y dcidos micdlicos, cromatografia en capa fina en el
andlisis de componentes de pared celular, cromatografia de gases con
espectrometria de masas para el andlisis de dcidos grasos de pared celular
y cromatografia de liquidos de alta resolucién en el analisis de dcidos
micdlicos (13). En los dltimos afios se ha dado un gran énfasis a este
ultimo método analitico; en 1986 se desarrollé un método para el andlisis
de micolatos de p-bromofenancilo los cuales son detectados por su patrén
de absorbancia en ultravioleta (254 nm), logrando diferenciar los patrones
cromatogriaficos de dcidos micolicos de los géneros Corynebacterium,
Rhodococcus, Nocardia y Mycobacterium (15). Posteriormente esta
metodologia permitié la diferenciacidon de especies de Rhodococcus,
Nocardia y Mycobacterium (16, 17). Aplicando la metodologia
desarrollada en 1986 fue posible el establecimiento de un esquema de
diferenciacién de los 4cidos micélicos de diversas especies de
micobacterias mediante la comparacién del tiempo de retencién relativo de
los picos y la relacion de alturas de éstos, permitiendo la obtencién de
patrones representativos de micolatos de p-bromofenancilo para cada
especie (18, 19). En 1995 utilizando cromatografia de liquidos de alta
resolucién en la determinacion de derivados fluorescentes de dcidos
micolicos (micolatos de 6,7-dimetoxicumarina) se logré identificar
especies del género Mycobacterium directamente en muestras clinicas sin
someterlas a cultivo, gracias a que la fluorescencia aumenté
considerablemente la sensibilidad del analisis (20,21). Recientemente se ha

descrito una relacién exponencial entre el 4rea total de los picos
9



cromatograficos identificados como acidos micolicos (ATAM) en un
cultivo de M. tuberculosis y las UFC/mL obtenidas mediante el método
tradicional de cuenta en placa después de incubar un minimo de tres

semanas en medio Miaddlebrook 7H10 (22).

1.1.3 Formas clinicas

Los actinomicetos son muy importantes desde el punto de vista médico
debido a que son los agentes causantes de tuberculosis, nocardiosis,
micetoma, estreptotricosis, neumonias alérgicas, paratuberculosis y

actinomicosis.

La tuberculosis es una infeccién bacterial crénica causada por M.
tuberculosis y se caracteriza por la formacién de granulomas en los tejidos
infectados y hipersensibilidad mediada por células; el sitio usual de la
enfermedad son los pulmones, pero otros 6rganos pueden estar
involucrados; en la ausencia de un tratamiento efectivo para la enfermedad
activa, es comin un curso crénico, y finalmente sobreviene la

muerte.(5,6)

La nocardiosis pulmonar o sistémica es una enfermedad aguda o
cronica, generalmente supurativa, causada por la inhalacién o el contacto
traumdtico con actinomicetos aerobios, se asocia a pacientes con
inmunodepresiéon en quienes el agente se desarrolla en forma de

seudofilamentos; la localizacién inicial puede ser pulmonar o cutinea

(5,12, 23,24,25)
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La enfermedad respiratoria alérgica es unma reaccién de
hipersensibilidad frente a antigenos de los actinomicetos, como

consecuencia de la exposicion repetida a €stos. (7)

La actinomicosis es causada por bacterias que son parte de la flora
oral normal; en esta infeccién cronica, supurativa y granulomatosa, se
observan granos amarillos. Después de que los comensales orales han
invadido la cara, el cuello, los pulmones y/o la regién del ileon, la
infeccion se diseminan a estructuras cercanas, sin restriccion por parte de

las barreras de los tejidos (3,5,26).

De entre esta variedad de procesos patolégicos en los que
intervienen los actinomicetos como agentes etioldgicos, el de mayor

interés para el presente trabajo es el micetoma.

El micetoma es una infeccién cronica de la piel y de los tejidos
subyacentes con tendencia a afectar a los huesos. Se caracteriza por un
aumento de volumen, es relativamente indoloro y produce fistulas a través

de las cuales se eliminan pus y granos, constituidos por filamentos.

Los agentes causales son de origen exdgeno y pueden ser hongos

(eumicetoma) o actinomicetos (actinomicetoma).

La infeccion se produce por la penetracién del agente etiolégico a
través de heridas en la piel, los agentes causales se aislan con facilidad a
partir de tierras de cultivo. Por esta caracteristica el padecimiento €s mas
frecuente en jévenes adultos que desempefian actividades agricolas en
quienes puede causar invalidez y ain la muerte en caso de no ser tratados

adecuadamente (12).
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El estado nutricional, susceptibilidad a la infeccidn, respuesta
inmune y tratamiento inicial, determinan que se resuelva la infeccion o
que se instale la entidad con el cuadro clinico caracteristico (8). La
infeccion puede localizarse en cualquier segmento corporal, pero se
presenta con mayor frecuencia en los miembros inferiores debido al gran
nimero de traumatismos que sufren los campesinos en los pies durante el
trabajo en el campo. Se han observado micetomas en otros sitios como
region tordcica, miembros superiores, cuello, abdomen y la cabeza. Su
evoluciéon es a menudo lenta pero en algunos, su desarrollo es
relativamente rdpido y en ¢l curso de uno a dos aiios, pueden afectar
huesos o diseminarse a rganos vecinos, la afectacion a pulmén y a médula
espinal es vista en las formas tordcicas, también puede existir diseminacién
por via linfiatica a ganglios regionales y en ocasiones muy raras por via
hematogena. En las formas cefélicas el peligro es la diseminacién al
cerebro, 10 que generalmente trae consecuencias fatales. En ocasiones los
micetomas son muy pequefios y en otras pueden adquirir formas atipicas
con formacién de tejidos de granulacién exuberante que le da un aspecto

neoplasico a la lesion (8).

Los casos de micetoma se presentan en todo el mundo, sin embargo
predominan en los paises situados en el cinturén intertropical. Son maés
frecuentes los casos de micetoma en regiones templadas de América,
Europa, Asia y Africa (entre los paralelos 14 y 32). Los paises mds
afectados son India, Suddn, Senegal, Somalia, México, Venezuela,
Colombia y Brasil. En México se han presentado casos en los estados de
Morelos, México, Jalisco, Veracruz, Oaxaca, Michoacan, Guerrero,
Hidalgo y Nuevo Leén (8, 27). Los microorganismos reportados que

causan actinomicetomas incluyen a N. brasiliensis, Actinomadura
12



madurae, A. pelletieri, Streptomyces somaliensis, y menos comunmente N.
asteroides, N. otitidiscaviarum, Nocardiopsis dassonvillei y N.
transvalensis. El agente etiolégico mds frecuente en México es Nocardia
brasiliensis con un 86 %, seguido por Actinomadura madurae,

Streptomyces somaliensis, A. pelletieri, N. asteroides y N.

otitidiscaviarum. (8, 27)
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1.2 Objetivos

Objetivo general

Diferenciar especies de actinomicetos mediante el anélisis de derivados

fluorescentes de dcidos micélicos de muestras de cultivos y explorar la

aplicacion de este andlisis en muestras clinicas de pacientes con cuadro

clinico presuntivo de micetoma para identificar el agente etiolégico.

Objetivos especificos

Estandarizar el método de andlisis de derivados fluorescentes de
acidos micdlicos por cromatografia de liquidos de alta resolucién

con una cepa testigo (Nocardia brasiliensis HUIEG-1).

Establecer el 1imite de deteccién del método de analisis con una cepa

testigo (N. brasiliensis HUJEG-1).

Determinar el patrén cromatogrifico de 4cidos micélicos de las

especies de N. asteroides, N. brasiliensis, Rhodococcus equi 'y

Actinomadura madurae.

Caracterizar y comparar los patrones cromatograficos de acidos

micolicos obtemidos.

Aplicar el método de anilisis de dcidos micOlicos en muestras

clinicas de pacientes con cuadro clinico presuntivo de micetoma.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Estrategia General

El andlisis de derivados fluorescentes de &4cidos micdlicos por
cromatografia de liquidos de alta resolucién, permite comparar las
diferencias en la pared celular de los actinomicetos, para lo cual se sigui6
la estrategia general que se muestra en la figura 4. Se emplearon las cepas
Nocardia brasiliensis HUJEG-1, N. brasiliensis ENCB-7571, N. asteroides
ENCB-7570, Rhodococcus equi ENCB-3117 y Actinomadura madurae
TMC-0401, se realizaron cinéticas de crecimiento donde se establecid el
tiempo para llegar a la fase logaritmica tardia de cada microorganismo. Se
estandarizo el método analitico con la cepa testigo N. brasiliensis HUJEG-
1, se evalu6 la repetibilidad y reproducibilidad del ATAM, y del tiempo
de rctencién y altura relativa de los mismos. Se determiné el limite de
deteccion del método con la cepa testigo (N. brasiliensis HUJIEG-1). Se
obtuvieron los patrones cromatograficos para las cepas N. brasiliensis
ENCB-7571, N. asteroides ENCB-7570, R. equi ENCB-3117 y A.
madurae TMC-0401. Se caracterizaron mediante el tiempo de retencién y
altura relativa de los picos correspondientes a 4acidos micélicos, y se

compararon entre si.
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CEPAS DE REFERENCIA

MATERIAL BIOLOGICO |

ESTANDARIZACION DEL
METODO DE ANALISIS DE
ACIDOS MICOLICOS
|
DETERMINACION DEL LIMITE DE OBTENCION DE LOS
DETECCION DEL METODO DE PERF[I:.ES
ANALISIS DE LA CEPA TESTIGO CBOMATOGRAF}COS DE
Nocardia brasiliensis HUJEG-1 ACIDOS MICOLICOS
r [
; hodococcus Actinomadura
Nocardia |R equi madurae
N. brasiliensis . asteroides
i T CARACTERIZACION

» Y COMPARACION |[e———

Figura 4. Esquema de la estrategia general desarroilada para la
diferenciacion de actinomicetos mediante el andlisis de dcidos
micolicos

Para la aplicacién del método analitico a muestras clinicas de
pacientes con cuadro clinico presuntivo de micetoma, se empled la
estrategia que se muestra en la figura 5. Se determind el patrén
cromatogrifico de derivados fluorescentes de biopsias de pacientes con
cuadro clinico presuntivo de micetoma y de los aislamientos clinicos de
estos pacientes. Estos patrones fueron correlacionados con las pruebas

bioquimicas tradicionales de identificacidén de actinomicetos.
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MUESTRAS CLINICAS

BIOPSIA DE PACIENTE CON CUADRO

CLINICO PRESUNTIVO DE MICETOMA
|

\] v

FRACCIONAMIENTO DE AISLAMIENTO DEL
LA BIOPSIA AGENTE CAUSAL
l ——
OBTENCION DEL PATRON OBTENCION DE!.. PATRON PRUEBAS
CBOMATOGRA‘FICO DE C*}OMATOGRAFICO DE BIOQUIMICAS
ACIDOS MICOLICOS ACIDOS MICOLICOS

Y

COMPARACION DE
RESULTADOS

Figura 5. Esquema de la estrategia empleada para la aplicacion del
método analitico en muestra clinicas de pacientes con cuadro

clinico presuntivo de micetoma y en los ailamientos clinicos de
pacientes

2.2 Preparacion del material biolégico

2.2.1 Recuperacién de las cepas

Las cepas de Nocardia brasiliensis HUJEG-1, N. brasiliensis ENCB-7571,
N. asteroides ENCB-7570, Rhodococcus equi ENCB-3117 y
Actinomadura madurae TMC-0401 se recuperaron por incubacidn en agar
infusién cerebro-corazén (BHI) enriquecido con sangre durante 7 dias a

37 £ 2°C. Posteriormente se propagaron en tubos cénicos de 50 mL con
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tapén de rosca con 10 mL de caldo Rivas (tabla 2), se incubaron a 37 + 2
°C durante 48 horas con agitacién a 200 rpm en agitador mecanico (Lab-
Line Orbit Shaker No 3590, Lab-Line Instruments, Inc.) (28). Los tubos
se centrifugaron en una centrifuga Beckman a 3000 rpm durante 10 min,
la masa celular se lavé dos veces con NaCl al 0.85 % (solucién salina). Se
obtuvo la masa celular la cual se incubé de nuevo en las condiciones
anteriores. Con la biomasa obtenida se preparé una suspension
homogenizada con perlas de vidrio y en vortex durante 15 min en 5 mL

de solucion salina y se guardé en refrigeracion (4°C), hasta su empleo.

2.2.2 Composicién del medio de cultivo

Tradicionalmente el medio de cultivo recomendado en la literatura para el
cultivo de actinomicetos ha sido el agar o caldo infusién cerebro-corazoén,
pero debido a su alto costo, se utilizé el medio Rivas el cual como se

muestra en la tabla 2 contiene glucosa, hidrolizado de peptona y de
coldgeno, extracto de levadura, NaCl y CaCOj3, con un rendimiento de

biomasa 5 veces mayor y menos de 30 veces su costo (28, 29).
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Tabla 2. Composicion del caldo Rivas

COMPONENTE % (pl/v)
Glucosa 4.0
Extracto de levadura 0.5
Hidrolizado de peptonas 4.0
de colageno

NaCl 0.5
CaCO3 0.01
pH 7.0

Rivas-Morales C. Comunicacién personal

2.2.3 Preparacidn del medio de cultivo

Se preparé el medio de cultivo de acuerdo a lo recomendado por C. Rivas
(16). Se suspendieron 8.7 g del medio en polvo por cada 100 mL de caldo
a preparar, se ajusto el pH a 7.0, se tomaron alicuotas de 10 mL en tubos
de 50 mL y de 3.5 mL en tubos de 15 x 150 mm ambos con tapén de
rosca. Se esterilizé en autoclave a 15 libras/pulgada2 (psi) y 121°C durante
5 minutos. Se guardé a temperatura ambiente durante 24 horas para

verificar su esterilidad y posteriormente se refrigeré a 4°C.

Para la preparacién de placas con medio Rivas enriquecido con
sangre se suspendieron 8.7 g del medio en polvo, se adicionaron 1.4 g de
agar bacterioldgico por cada 100 mL de medio, se esterilizé en autoclave a

15 psi y 121°C durante 5 min y se enfrié a 45°C. Se aiiadieron
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as€pticamente 5 mL de sangre y se vaciaron a cajas Petri 15 mL del
medio. Se verificé su esterilidad al mantenerlas a temperatura ambiente

durante 24 h y se guardaron en refrigeracion a 4°C.

2.2.4 Cinéticas de crecimiento

Se realizardn cinéticas de crecimiento para cada microorganismo. Se tomd
un in6culo de 50 pl. de la biomasa obtenida como se describi6
anteriormente (2.2.1) para cada tubo de una serie de 20, los cuales
contenian 3.5 mL de caldo Rivas. Se incubaron a 37 £ 2 °C con agitacion a
200 rpm en un agitador mecdnico Lab-Line Orbit Shaker No 3590, (Lab-
Line Ins., Inc). Se realizaron mediciones de la densidad éptica a 540 nm
en un espectrofotémetro Turner modelo 390 con filtro de 420 - 890 nm
cada 12 h las primeras 48 h, y posteriormente cada 4 h hasta tener el
microorganismo en fase logaritmica tardia la cual se determiné realizando

la curva de crecimiento considerando la densidad éptica contra ¢l tiempo.
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2.3 Estandarizacion del método de analisis de acidos micélicos

Para el andlisis de dcidos micdlicos se empleé una modificacién del
método estandarizado para la identificacién de Mycobacterium por CLAR
(30) con el método de derivatizacion descrito por Jost et al (20). La figura
6 muestra la estrategia de trabajo que se siguid para la estandarizacion del
método de analisis de 4cidos micélicos. Se preparé una suspension
bacteriana de trabajo de la cepa testigo Nocardia brasiliensis HUIEG-1, de
la cual se parti6 para la extraccion y derivatizacion de los dcidos micolicos
y posteriormente se evalud la repetibilidad y reproducibilidad del ATAM,
tiempo de retencién y altura relativa del patron de los picos

cromatograficos de la cepa testigo.

CEPATESTIGO [ ppppARACION DE |

[Nocardia brasiliensis | [ 4 SUSPENSION EXTRACCION Y |
HUJEG-1 BACTERIANA DE | DERIVATIZACION [ANALISIS
TRABAJO DE LOS ACIDOS | CROMATOGRAFICO
MICOLICOS DE DERIVADOS
FLUORESCENTES

PATRON CROMATOGRAFICO
DE LA CEPA N. brasiliensis
HUJEG-1

EVALUACION DE LA
REPETIBILIDAD* Y
REPRODUCIBILIDAD**
DEL ATAM, )
TIEMPO DE RETENCION
Y ALTURA RELATIVA

*Se realizaron 6 anilisis en el mistmo dia, del mismo cuitivo
* &Se realizaron 21 anslisis en diferentes dias, de diferentes cuitivos

Figura 6. Esquema de la estandarizacién del método para el andlisis de
derivados fluorescentes de dcidos micolicos con la cepa testigo
N. brasiliensis HUIEG-1
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2.3.1 Preparacién de la suspensién bacteriana de trabajo

De la cepa testigo se tomaron alicuotas de 50 Pl de inéculo, se inocularon
en tubos con caldo Rivas preparados como se describid anteriormente
(2.2.2) y se incubaron a 37+ 2 °C con agitacién a 200 rpm en un agitador
mecanico Lab-Line Orbit Shaker No 3590, (Lab-Line Ins., Inc).durante el
tiempo establecido en la cinética de crecimiento de cada microorganismo.
Se obtuvo la biomasa de estos tubos, se lavé con solucién salina para la
eliminacion del medio de cultivo, se suspendi6 en 10 mL de solucidén
salina, se disgreg6 con perlas de vidrio y vortex durante 15 minutos, se
homogenizé y se dej6 sedimentar. Se separd el sobrenadante, se transfirié
a un tubo estéril de 13 x 100 mm y se ajusté la absorbancia a de la
suspensién a la correspondiente al tubo 1 del Nefelometro de McFarland

(D. O.= 0.165, 540 nm) con solucién salina.
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2.3.2 Anadlisis de dcidos micdlicos de la cepa testigo

A partir de la suspensién bacteriana de trabajo de la cepa testigo Nocardia

brasiliensis HUJEG-1 se realizo el analisis de d4cidos micélicos por CLAR.

2.3.2.1 Extraccién y derivatizacion de acidos micélicos

Se tomaron 6 alicuotas de 1 mL de la suspension bacteriana de trabajo, a
cada alicuota se afiadieron 1 mL de KOH al 50 % en HyO y se mezcl6 por
inversién suave. Los tubos se calentaron 1 hora en autoclave a 121°C y se
enfriaron a temperatura ambiente. A cada tubo se le adicioné 1.7 mlL de
HCI 6 N para acidificar, se anadié 1 mL. de CH»Cly grado HPLC y se
agito el tubo vigorosamente durante 1 min. Se separd la fase organica y la
fase acuosa se extrajo 2 veces mds con 0.5 mL de CH7Cl, en cada

extraccion. El extracto orgénico se llevd a sequedad con corriente de Ny y

calentando a 60°C en un bloque de calentamiento (Thermolyne, Type
17600).

Para la derivatizaciéon de los 4cidos micdlicos, se siguid el

procedimiento descrito por K. Jost et al. (20). Al extracto seco de acidos
micolicos se afiadieron 100 L. de KHCO3 0.2 M en CH30H-H5O (1:1), se

calenté a 60°C en bloque de calentamiento bajo comriente de N5 hasta

sequedad. Posteriormente se afiadieron 100 pL de una solucién de 1.25

mg/mL de 4-bromometil-6,7-dimetoxicumarina y 0.15 mg/mL de éter
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corona 18-crown-6 en CH»Cly y se cerré6 hermeticamente el tubo. Se

calentd a 90°C durante 20 min, se enfrid a temperatura ambiente y se
afiadi6 1 mL de una mezcla de HCl 12N-CH30H-H»O (1:2:1) y 1 mL de

CH»Cl». El tubo se mezcl vigorosamente y se separ la fase orgénica. La

fase acuosa se extrajo 2 veces més con 0.5 mL de CH,Cly. Los extractos

organicos se recolectaron en un tubo de microcentrifuga graduados de 2

mL (Cel Associates, Inc). El extracto orgdnico se evaporé a sequedad
calentando a 60°C en un bloque de calentamiento bajo corriente de No.

2.3.2.2 Andlisis cromatografico

El residuo seco de derivados fluorescentes de acidos micélicos se enfrio a
temperatura ambiente y se disolvié en 300 pL. de CHyCl frio (4°C) grado
HPLC, se centrifugd a 8,160 xg (10 000 rpm) en una microcentrifuga
Eppendorf (Brinkmann Instruments, Inc) durante 1 min, se tomaron 50
WL y se inyectaron inmediatamente en un cromatégrafo de liquidos System

Gold (Beckman Instruments, Inc., San Ramon CA) provisto de un bucle de
inyeccién de 20 UL. Se empled una columna de fase reversa Novapak-Cyg

de 150 x 4.6 mm (Waters), una columna de guardia Novapak-Cg de3.9 x

20 mm (Waters) y un detector de fluorescencia 157 (Beckman) con filtro

de excitacién de 305-395 nm y filtro de emisién de 430-470 nm. Se utilizé
un sistema de elucién de gradiente con un eluyente A (CH30H) y un

eluyente B (CH»Cl,) ambos grado HPLC: iniciando con 2-20 % de B

durante 1 min, posteriormente con 20-65 % de B en 10 min, y 65 % de B

durante 0.5 min, y por iltimo con 65-2 % de B en 4 min, a un flujo de 2.5
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mL/min. Las condiciones iniciales de elucién fueron mantenidas por 5 min
antes de una nueva inyeccion. Se consideraron los picos cuyos tiempos de
retencion fueron mayores al pico mas prominente detectado inmediato al

tiempo muerto (min) como correspondientes a los dcidos micélicos.

2.3.3 Evaluacién de la repetibilidad

Para evaluar la repetibiliad del ATAM se realizaron 6 andlisis a partir del
mismo cultivo de la cepa testigo, se obtuvo la media, desviacion estindar y
el C.V. Para evaluar la repetibilidad del tiempo de retencién y altura
relativa del patrén de los picos cromatograficos de acidos micdlicos se
realizaron 6 andlisis el mismo dia a partir del mismo cultivo de la cepa
testigo, se obtuvo la media, desviacion estdndar y C.V. de cada pico. Se
calculd la altura relativa mediante la relacion de la altura de cada pico
correspondiente a dcido micdlico y la suma total de las alturas de los picos

considerados anteriormente (2.3.2.2).

2.3.4 Evaluacion de la reproducibilidad

Para evaluar la reproducibilidad del tiempo de retencién y altura relativa
del patrén de los picos cromatograficos de 4dcidos micdlicos se realizaron
21 analisis en diferentes dias y partiendo de diferentes cultivos de la cepa

testigo. Se calculé la desviaciéon estandar conjunta como la raiz cuadrada
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de la suma de la suma de cuadrados en los grupos y entre grupos sobre la
suma de grados de libertad en los grupos y entre grupos. Se definié grupo
al conjunto de anilisis efectuados el mismo dia y del mismo inéculo. Se
calcul6 el C.V. como la desviacion estandar conjunta sobre la media

conjunta (31).

2.4 Determinacion del limite de deteccion del método de

andlisis con la cepa testigo Nocardia brasiliensis HUJEG-1

Para determinar el limite de deteccién del método de andlisis de derivados
fluorescentes de dcidos micdlicos, se evalué mediante cuenta en placa la
concentracién bacteriana (UFC/mL) de la suspension de trabajo de la cepa
testigo, para lo cual se prepararon una serie de seis diluciones a partir de
2.6 x 107 hasta 2.6 x 102 UFC/mL y se tomaron alicnotas de 0.01 mL
para las tres primeras diluciones y 0.1 mlL para el resto. Se sembraron
por extensién con asa de vidrio en "L" en agar Rivas enriquecido con
sangre y se incubaron a 37 + 2°C durante 7 dias, posteriormente se realizd
el conteo de UFC. De cada una de las suspensiones bacterianas preparadas
a partir de 2.6 x 107 hasta 2.6 x 102 UFC/mL, se tomé 1 mL para el
andlisis de dcidos micélicos. Se calculd el ATAM para las suspensiones de
concentracion bacteriana en las cuales se detecté un patron de 4cidos
micélicos. Se graficaron los valores de ATAM obtenidos de diferentes
diluciones contra las UFC/mL y mediante un analisis de regresién lineal
se calculé el punto de corte con el eje de las ordenadas, el cual fue

considerado como el limite de deteccion del método analitico.
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2.5 Obtencion de los patrones cromatograficos de Acidos

micolicos de diferentes géneros

De las suspensiones de trabajo preparadas anteriormente (2.3.1) de las
cepas N. brasiliensis ENCB-7571, N. asteroides ENCB-7570, Rhodococcus
equi ENCB-3117 y Actinomadura madure, se tomaron tres alicuotas de 1
mL de cada cepa para realizar el analisis cromatogrifico se empled el
método descrito anteriormente (2.3.2). Se identificaron los picos
considerados anteriormente (2.3.2.2) como correspondientes a los acidos

micolicos de las cepas estudiadas, siendo el control negativo la cepa A.

madurae.

Para evaluar la repetibiliad del ATAM se realizaron 3 andlisis a
partir del mismo cultivo de las cepas N. brasiliensis ENCB-7571, N.
asteroides ENCB-7570 y Rhodococcus equi ENCB-3117, se obtuvo la
media, desviacion estindar y el C.V.. Para evaluar la repetibilidad del
tiempo de retencioén y altura relativa del patrén de los picos
cromatograficos de dcidos micolicos se realizaron 3 andlisis €] mismo dia a
partir del mismo cultivo de cada una de las cepas; se obtuvo la media,

desviacién estandar y C.V. de cada pico.
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2.6 Caracterizacion y comparacion de los patrones

cromatograficos

Todos los patrones cromatogréficos de dcidos micélicos de las cepas
estudiadas se caracterizaron mediante el ndmero de picos considerados
correspondientes a los acidos micdlicos (2.3.2.2) y se realizd una

comparacion de los mismos mediante una superposicién visual.

2.7 Aplicacion del método de anilisis en muestras clinicas de

pacientes con cuadro clinico presuntivo de micetoma

2.7.1 Pacientes con cuadro clinico presuntivo de micetoma

Se incluyeron en este estudio cuatro pacientes del Servicio de
Dermatologia del Hospital Universitario "Dr. José Eluterio Gonzilez" con
un cuadro clinico presuntivo de micetoma. El primer paciente fue del sexo
femenino de 46 afios de edad con una lesién en el muslo derecho cuyo
estudio histolégico indicé un proceso granulomatoso crénico compatible
con micetoma, bajo tratamiento con antimicrobianos (Amikacina y
Trimetoprim-sulfametoxazol). El segundo paciente fue del sexo masculino
de 18 afios de edad con lesién en la cara posterior del torax, bajo
tratamiento con antimicrobianos (Amikacina y Trimetoprim-

sulfametoxazol), del cual se aislé Nocardia brasiliensis. El tercer
28



paciente de 44 afnos de edad present6 lesion en el brazo derecho con
diagnostico presuntivo de micetoma contra esporotricosis, sin tratamiento
previo con antimicrobianos. El cuarto paciente fue del sexo femenino de
58 afios de edad con una lesién en la axila con diagnéstico presuntivo de

micetoma nocardidsico, sin tratamiento previo con antimicrobianos.

2.7.2 Preparacion de las biopsias

Se analizé una biopsia de una 4drea apré6ximada de S x 8 mm de piel sana
como testigo negativo del patrén de acidos micélicos de biopsias, y una
biopsia por paciente con cuadro clinico presuntivo de micetoma del mismo
tamafio que la testigo. La biopsia testigo fue fraccionada con bisturf
posteriormente con perlas de vidrio y en vortex por 30 min, a la muestra
ya fracciopada en pequeiias particulas se le afiadi6é directamente el KOH.
Las biopsias de los pacientes fueron primero fraccionadas con bisturi,
posteriormente con perlas de vidrio y en vortex por 30 min. Las muestra
del primer y segundo paciente se suspendieron en 10 mL de solucion
salina, se homogenizaren y se tomaron 3 alicuotas de 1 mL para ¢l anélisis
cromatografico. La muestra del tercer y cuarto paciente se suspendieron
en 5 mL de solucidn salina, se homogenizaron y se tomaron 3 alicuotas de
1 mL para el andlisis cromatografico. A toda la muestra de la biopsia de
piel sana y a las diluciones anteriores de las muestras de los pacientes, se
adicion6 1 mL de KOH al 50 % en HyO y se procedi6 segin el método

descrito anteriormente (2.3.2.1).
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2.7.3 Anilisis cromatografico de las biopsias

El residuo seco de los derivados fluorescentes se resuspendié en 300 pL de
CH7Cl frio (4°C) y se siguio el método descrito anteriormente (2.3.2.2).
Para estar por debajo del limite de saturacion del detector de fluorescencia
antes de un segundo analisis cromatografico, la muestra del primer

paciente se diluyé 1:100, la del segundo paciente se diluyd 1:10, la del
tercer paciente se diluy6 1:500 y la del cuarto 1:10, todas con CHCly.

Posteriormente se sigui6é el método descrito anteriormente (2.3.2.2).

2.7.4 Anilisis cromatografico de los aislamientos clinicos

Para la identificacién del agente causal se realizaron cultivos
microbioldgicos (Laboratorio de Dermatologia) y pruebas bioquimicas
tradicionales de las biopsias de los pacientes. De los aislamientos clinicos
se toma masa celular, la cual fue lavada 2 veces con solucion salina, se
afladieron directamente 2 mL de KOH al 50% en H»O, se tomaron
alicuotas de 1 ml para realizar el analisis cromatogrdfico de 4cidos

micOlicos mediante el método descrito anteriormente (2.3.1).
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3. RESULTADOS

3.1 Preparacion del material biolégico

Las cepas se recuperaron en agar infusion cerebro-corazon garantizando
el buen estado del microorganismo. La biomasa de la cepas empleadas fue
guardada en refrigeracion (4°C) esto permitié contar con un suministro de

los microorganismos disponibles para los andlisis realizados.

Los cultivos de los actinomicetos empleados en este estudio en el

caldo Rivas presentaron las caracteristicas de desarrollo reportadas

previamente.

En la figura 7 se muestran las cinéticas de crecimiento de las cepas
N. brasilienis HUJEG-1, N. asteroides ENCB-7570, Rhodococcus equi
ENCB-3117, Actinomadura madurae TMC 0401. La cepa N brasiliensis
(figura 7A) requirié 50 h en llegar a la fase de crecimiento logaritmica
tard{a. Mientras que la cepa de N. asteroides requinid de 55 h para llegar a
esta fase de crecimiento (figura 7B). La cepa de R. equi es un
actinomiceto de rapido crecimiento ya que se observo que sélo requiri6 26
h para alcanzar la fase logaritmica tardia (figura 7C). Por lo contrario la
cepa de A. madurae es un actinomicetos de lento crecimiento (figura 7D)

ya que tardé 120 h para llegar a la fase logaritmica tardia.
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3.2 Analisis de acidos micélicos de la cepa testigo

El método analitico fue estandarizado con la cepa testigo Nocardia
brasiliensis HUJEG-1. En la figura 8 se muestra el patrén cromatografico
de los derivados fluorescentes de 4cidos micélicos de esta cepa, los picos
comprendidos entre 4.4 y 6.5 min corresponden a sus dcidos micélicos. Se
les asigné una letra de acuerdo al orden de elucién. Se obtuvo una
repetibilidad del ATAM del 4.0 %.

10 20 30 40 50 60 7.0 80 9.0  10.0
tiempo de retencion (min)

Figura 8. Patrén cromatografico de derivados fluorescentes de 4cidos

micoélicos de la cepa Nocardia brasiliensis HUJEG-1

ATAM 455+ 19 C. V. 4.0%

n= 6 andlisis en el mismo dia del mismo cultivo
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En la figura 9 se muestra la repetibilidad y reproducibilidad del
tiempo de retencion de los picos del patrén cromatogrifico de derivados
fluorescentes de acidos micélicos de la cepa testigo siendo éstas menores
del 1 y 3 %, respectivamente. Esta alta repetibilidad y reproducibilidad en
tiempo de retencidén indica que se puede utilizar la posicién de los picos

cromatograficos como criterio de identificacion de género.
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Figura 9. Repetibilidad y reproducibilidad del tiempo de retencién de
los picos del patrén cromatogrifico de derivados
fluorescentes de Acidos micOlicos de la cepa Nocardia
brasiliensis HUJEG-1
n= 6 andlisis en el mismo dia del mismo cultivo
n= 21 andlisis de diferentes cultivos
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En la figura 10 se muestra la repetibilidad y reproducibilidad de la
altura relativa de los picos del patrén cromatografico de derivados
fluorescentes de dcidos micélicos de la cepa testigo. Para todos los picos la
repetibilidad fue menor del 10 % y e¢n la reproducibilidad son evidentes
dos grupos de picos cromatograficos (A, B, D, EyFconC.V. <26 % y
C,G,Hel>50 %). Por lo tanto 1a altura relativa de los picos A, B, D, E
y F junto con los tiempos de retencion respectivos se pueden utilizar en la

identificacién de la cepa testigo (tabla 3), no asi los picos C, G, He 1.

100 i) ¢
90 [ Repetibilidad
80 [}
: E] Reproducibilidad
70 }
c.v. 60 ¢ e
(%) 50 | 57
0 3
30
5 i
20 _ :E-:‘:
10 |
5 | 5

Figura 10. Repetibilidad y reproducibilidad de la altura relativa de
los picos del patrén cromatogrifico de derivados

fluorescentes de acidos micolicos de la cepa Nocardia
brasiliensis HUJEG-1

n= 6 andlisis en el mismo dia del mismo cultivo
n= 21 analisis de diferentes cultivos
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Tabla 3. Reproducibilidad del tiempo de retencion y altura
relativa de los picos cromatograficos diagndsticos en
la cepa Nocardia brasiliensis HUJEG-1.

Picos Tiempo de Retencion| Altura Relativa
Cromatogrificos
(X + )3 (X +8s)b

A 4.5 + 0.13 0.04 + 0.008

B 4.7 + 0.13 0.14 + 0.023

D 51 = 0.13 0.27 + 0.053

E 54 + 0.14 0.25 £ 0.066

F 57 + 0.15 0.12 + 0.022
n=21 s = desviacién estdndar X = media

a) C.V.<3% b) C.V. < 26%

3.3 Determinacion del limite de deteccion del método de
anilisis con la cepa testigo Nocardia brasiliensis

HUJEG-1

La figura 11 muestra los patrones cromatograficos obtenidos a diferentes
concentraciones bacterianas de la cepa testigo. A la concentracidon
bacteriana de 2.6 x 10° UFC/mL todavia se observa bien definido el
patrén cromatogrifico (figura 10C), sin embargo a la concentracién
bacteriana de 2.6 x 10* UFC/mL ya no es posible observar este patrén
(figura 10D).
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Figura 11.

Patron cromatografico de derivados fluorescentes de

acidos micdlicos de la cepa Nocardia brasiliensis

HUIJEG-1 A) 2.6 x 106 UFC/mL, B) 2.6 x 109
UFC/mL, C) aumento de la zona entre 4 - 6.7 min de

26x 100 UFC/mL, D) aumento de la zona entre 4 - 6.7
min de 2.6 x 104 UFC/mL

Mediante un andlisis de regresion lineal de la relacion del ATAM

con UFC/mL, se obtuvo el punto de corte con el eje de ordenadas (¢ =

0.9998, figura 12), el cual se asignd al limite de deteccién; por lo tanto se

establecié como limite de deteccién del método analitico 1.76 x 10°

UFC/ml. para la cepa testigo. Si el nimero de microorganismos en una

lesion clinica estuviera por debajo del limite de deteccién de este método

analitico se tendria un falso negativo.
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Figura 12. Limite de deteccién del método con la cepa Nocardia
brasiliensis HUJEG-1 2 = 0.9998 b=1.74 x 109

3.4 Obtencion de los patrones cromatograficos de acidos

micélicos de diferentes géneros

En la figura 13 se muestran los patrones cromatogréificos de los derivados
fluorescentes de acidos micdlicos obtenidos para las cepas N. brasiliensis
HUJEG-1 (12A), Rhodococcus equi ENCB-3117 (12B), N. brasiliensis
ENCB-7571 (12C), N. asteroides ENCB-7570 (12D) y Actinomadura
madurae TMC-0401 (12E). Los picos cromatogrificos comprendidos en
el intervalo de 4.4 - 6.5 min corresponden a los acidos micélicos de la
cepa N. brasiliensis HUJEG-1 (12A), los de intervalo de 1.7 - 2.8 min
para la cepa R. equi ENCB-3117 (12B), los comprendidos en el intervalo
38



de 4.3 - 5.7 min para la cepa N. brasiliensis ENCB-7571 (12C), los del
intervalo de 4.7 - 6.6 para la cepa N. asteroides ENCB-7570 (12D) y para
la cepa Actinomadura madurae TMC-0401 se observa ausencia de picos

cromatograficos en el intervalo de 1.7 - 10 min que corresponde a los

dcidos micélicos (12E).
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En la figura 14 se muestra la repetibilidad del ATAM, tiempo de
retencidn y altura relativa de los picos del patron cromatogrifico de los
derivados fluorescentes de la cepa R. equi ENCB-3117, se obtuvo una
repetibilidad del ATAM del 5.8 %. Para todos los picos la repetibilidad en

tiempo de retencién fue menor del 1 % y en altura relativa menor del 7
% .

8 -
T‘»empo de retencion
7 4
[ Altura relafiva

c.v.
(%)

RSN

Figura 14. Repetibilidad del tiempo de retencién y la altura

relativa de los picos del patron cromatografico de la
cepa Rhodococcus equi ENCB-3117
ATAM 549 + 32 C.V.58%

n= 3 analisis en mismo dia, mismo cultivo
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En la figura 15 se muestra la repetibilidad del ATAM, tiempo de
retencién y altura relativa de los picos del patrén cromatogrifico de los
derivados fluorescentes de la cepa N. brasiliensis ENCB-7571, se obtuvo
una repetibilidad del ATAM del 3.3 %. Para todos los picos la

repetibilidad en tiempo de retencién fue menor de 1 % y en altura relativa

menor del 17 %.

Tiempo de retencidn

Allura relativa

C.V.
(%)

PICOS
Figura 15. Repetibilidad del tiempo de retencién y la altura
relativa de los picos del patron cromatografico de la
cepa Nocardia brasiliensis ENCB-7571
ATAM 545+ 18 C.V.33%

n= 3 andlisis en mismo dia, mismo cultivo
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En la figura 16 se muestra la repetibilidad del ATAM, tiempo de
retencidn y altura relativa de los picos del patrén cromatografico de los
derivados fluorescentes de la cepa N. asteroides ENCB-7570, se obtuvo
una repetibilidad del ATAM del 12.3%. Para todos los picos la
repetibilidad en tiempo de retencién fue menor de 1 % vy en altura relativa

menor del 8 %.

8 Tiempo de retencitn

Altura relativa

cv. 4 1
(%) J
3 -
2/ 5
1 [ [ o -
. ZNI [
D E F G H
PICOS
Figura 16. Repetibilidad del tiempo de retencion y la altura

relativa de los picos del patrén cromatografico de la
cepa Nocardia asteroides ENCB-7570
ATAM 1441 £ 177 CV. 12.3%

n= 3 andlisis en mismo dia, mismo cultivo
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3.5 Caracterizacion y comparacion de los patrones

cromatograficos de Acidos micélicos de diferentes géneros

Con estos patrones, en la figura 17 se propone un esquema de
diferenciacién de actinomicetos con base en la presencia o ausencia de
picos cromatogrificos correspondientes a acidos micélicos, siendo el
control negativo la cepa A. maduraec TMC-0401 de este estudio. De
acuerdo a lo anterior, considerando el tiempo de retencidn existen cuatro
posibles patrones cromatograficos: 1) Ausencia de picos cromatograficos
en el intervalo de tiempo de retencién de 1.7 - 10.0 indicaria géneros de
actinomicetos que carecen de &dcidos micdlicos como por ejemplo
Actinomadura, Streptomyces, etc. 2) Presencia de 9 picos cromatograficos
en el intervalo de tiempo de retencién de 1.7 - 2.8 minutos indicaria el
género Rhodococcus, 3) Presencia de 6 a 9 picos cromatograficos en el
intervalo de tiempo de retencién de 4.3 - 6.6 minutos indicaria el género
Nocardia y 4) Presencia de picos cromatogrificos en el intervalo de
tiempo de retencion de 7.5 - 10.0 minutos indicaria el género
Mycobacterium (18). En el caso de Nocardia es posible diferenciar
especies ya que la presencia de 8 picos en el intervalo de tiempo de
retencién de 4.7 - 6.6 indicaria N. asteroides, y la presencia de al menos 5
picos en ¢l intervalo de tiempo de retencion de 4.3 - 6.5 min y la relacion

de alturas de éstos indicaria N. brasiliensis (Tabla 3).
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3.6 Analisis de muestras clinicas de pacientes con cuadro

clinico presuntivo de micetoma

Después de estandarizar el método analitico y determinar los patrones
cromatograficos de las cepas investigadas (N. brasiliensis HUJEG-1,
Rhodococcus equi ENCB-3117, N. brasiliensis ENCB-7571, N. asteroides
ENCB-7570 y Actinomadura madurae TMC-0401), se aplicé este método
a muestras de tejido infectado de pacientes con cuadro clinico presuntivo
de micetoma.

En la figura 18 se muestra el patrén cromatogréfico obtenido de una
biopsia de piel sana (testigo) en el cual hay 2 picos bien definidos que se
encuentran a un tiempo de retencién menor de 2.0 minutos. Es de notar
que la muestra con que se realizé el cromatograma de esta biopsia de piel
sana estaba 100 veces mds concentrada que la muestra del primer paciente
(figura 19A), 10 veces mds concentrada que las muestras de los pacientes
segundo y cuarto (figuras 20A y 22A), y 500 veces mds concentrada que

la muestra del tercer paciente (figura 21A).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo de retencion (min)

Figura 18. Patrén cromatogrifico de derivados fluorescentes a
partir de biopsia testigo

En la figura 19 se muestra el andlisis cromatografico de una biopsia
(19A), y el cultivo aislado de esta biopsia (19B y C) del primer paciente
con cuadro clinico presuntivo de micetoma. En el andlisis directo de la
biopsia se obtuvieron picos en la zona del género Rhodococcus (1.7 - 2.8
min). En el analisis cromatografico del cultivo aislado se obtuvo una sefial
cromatografica muy semejante a la anterior en esta zona, pero
adicionalmente se obtuvo el patrén cromatogrifico correspondiente a
Mycobacterium tuberculosis (19B y C)(32). Adicionalmente, este cultivo
se identific6 como Mycobacterium tuberculosis mediante pruebas
bioquimicas tradicionales (33). Cuatro meses después se realizdé otro
estudio microbiolégico a este paciente y se obtuvo un cultivo con un
patrén de dcidos micdlicos caracteristico del género Nocardia (picos entre

4.3 - 6.6 min, figura 19D). Sin embargo, este cultivo se identificé como
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N. brasiliensis mediante pruebas bioquimicas (casefna positiva,

crecimiento en gelatina positivo, hipoxantina positiva y. tirosina positiva).
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Figura 19. Patrén cromatografico de derivados fluorescentes de

dcidos micolicos de muestra del primer paciente con
cuadro clinico presuntivo de micetoma en muslo
derecho,tratamiento con amikacina y trimetoprim-
sulfametoxazol A) biopsia, B) cultivo aislado
identificado como Mycobacterium tuberculosis por
pruebas bioquimica, C) cultivo aislado, ampliacion de la
zona 7 - 10 min, D) cultivo aislado cuatro meses
después identificado como Nocardia brasiliensis
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En la figura 20 se muestra el andlisis cromatografico de una biopsia
del segundo paciente con cuadro clinico presuntivo de micetoma, tomada
dos meses después de haber iniciado el tratamiento con antimicrobianos, y
el cultivo aislado de otra biopsia tomada antes de iniciarse el tratamiento.
En el analisis directo de la biopsia no se obtuvieron picos cromatograficos
en el intervalo de tiempo de retencidén de 1.7 - 10.0 min (figura 20A). En
el andlisis del cultivo aislado se obtuvieron picos cromatogrificos en la
zona del género Nocardia (4.3 - 6.6 min, figura 20B). Sin embargo este
cultivo se identificé como N. brasiliensis mediante pruebas bioquimicas
(caseina positiva, crecimiento en gelatina positivo, hipoxantina positiva y

tirosina positiva).
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Figura 20. Patrén cromatografico de derivados fluorescentes de

muestra del segundo paciente con cuadro clinico
presuntivo de micetoma en cara posterior del torax,
tratamiento con amikacina y trimetoprim-
sulfametoxazol A) biopsia dos meses después de iniciado
el tratamiento, B) cultivo aislado antes de iniciar el
tratamiento identificado como Nocardia brasiliensis por
pruebas bioquimicas (caseina positivo, crecimiento en
gelatina positivo, hipoxantina positivo, tirosina positivo)
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En la figura 21 se muestra el anilisis cromatografico de una biopsia
y el cultivo mixto de esta biopsia del tercer paciente con cuadro clinico
presuntivo de micetoma antes de iniciar el tratamiento con
antimicrobianos. En el analisis directo de la biopsia se obtuvieron picos en
la zona del género Rhodococcus de 1.7 - 2.8 min (figura 21A). En el
analisis cromatogrifico del cultivo se obtuvo una seial cromatografica

muy semejante a la anterior (1.7 - 2.8 min) y otra en la zona de 3.0 - 4.0
min (21B).
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Figura 21. Patrén cromatografico de derivados fluorescentes de

muestra del tercer paciente con cuadro clinico
presuntivo de micetoma en brazo derecho, sin
tratamiento A) biopsia, B) cultivo mixto con
morfologia colonial de actinomiceto y otra bacteria
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En la Figura 22 se muestra el analisis cromatografico de una biopsia
y del cultivo aislado de esta biopsia del cuarto paciente con cuadro clinico
presuntivo de micetoma. En el andlisis directo de la biopsia se obtuvieron
picos muy pequeifios en la zona del género Nocardia (picos entre 4.3 - 6.6
min, figura 22A). En el andlisis cromatogrifico del cultivo aislado, el cual
presentd morfologia colonial de actinomiceto, también se obtuvieron picos
cromatograficos en la zona del género Nocardia (figura 22B).
Posteriormente se le identificoO como N. brasiliensis mediante pruebas
bioquimicas (caseina positiva, crecimiento en gelatina positivo,

hipoxantina positiva y tirosina positiva).
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Figura 22. Patrén cromatografico de derivados fluorescentes de

muestra del cuarto paciente con cuadro clinico
presuntivo de micetoma en axila, sin tratamiento con
antimicrobianos, A) biopsia, B) biopsia aumento de la
zona entre 3.5 - 6.0 min, C) cultivo aislado identificado
como Nocardia
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4. DISCUSION

4.1 Preparacion del material biolégico

El medio maés utilizado para el cultivo de actinomicetos es el caldo de
infusion cerebro-corazén (7,12,13,14,34), sin embargo en este estudio se
optd por usar el caldo Rivas. Este medio ademads de su costo bajo, emplea
como fuente de nitrégeno extracto de levadura e hidrolizado de peptonas y
de colageno y como fuente de carbono glucosa a un pH de 7.0,
requerimientos y condiciones recomendadas en la literatura para el

desarrollo 6ptimo de actinomicetos (13,14,28,29).

La mayorfa de los actinomicetos presentan un desarrollo
apreciablemente mads lento que otras bacterias. Rhodococcus equi es
considerado un actinomiceto de crecimiento rapido. En el presente trabajo
el desarrollo de la cepa R. equi ENCB-3171 fue apreciable a partir de las
4 h de haber iniciado su cinética de crecimiento, llegando a la fase
logaritmica tardia en 26 h, esto es muy semejante a lo reportado en la
literatura en la cual se indica que a las 2 h de incubacién ya es apreciable
su crecimiento y alcanza la fase logaritimca tardia después de 24 h (1,24).
La cepa N. asteroides ENCB-7570 tardé 55 h en alcanzar la fase
logaritmica tardia y la cepa N. brasiliensis HUJEG-1 a las 50 h llegé a
esta fase de crecimiento, estos tiempos fueron relativamente cercanos al
reportado para Nocardia asteroides que inicia su fase logaritmica a las 16
h y tarda 48 h en alcanzar la fase logaritmica tardia (13,2,34). Esto nos

confirma que la mayoria de las bacterias del género Nocardia crecen bien
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sobre una variedad de medios de cultivo, aunque comparadas con una
bactena tipica tienen un crecimiento mas lento. El desarrollo de la cepa A.
madurae TMC-0401 fue apreciable a las 64 h, alcanzando la fase
logaritmica tardia a las 120 h, de ahi que se ha considerado un

actinomiceto de lento crecimiento en comparacién con otros actinomicetos
(13,14).

4.2 Analisis de acidos micodlicos de la cepa testigo

Los laboratorios clinicos microbiolégicos y de referencia han
experimentado dificultades para diferenciar un microorganismo de los
cuatro géneros de actinomicetos estrechamente relacionados, cuando sélo
se recurre a caracteristicas de crecimiento, pruebas bioquimicas y
tinciones 4cido-alcohol resistente; por lo tanto, es importante contar con
suficientes herramientas que al conjuntarlas permitan lograr esta
diferenciaciéon. Con este propdsito en el presente trabajo se ha empleado el
andlisis de dcidos micdlicos por CLAR, con diversas modificaciones para

lograr una mayor efectividad en la diferenciacién de actinomicetos.

Estudios previos han demostrado que el patrén cromatografico de
derivados p-bromofenacilicos de dcidos micélicos que absorben
ultravioleta de Nocardia es diferente al de otros géneros que contienen
acidos micolicos (15,16). En el presente trabajo se describié el primer
patron cromatografico de derivados fluorescentes (cumarinicos) de acidos
micélicos de Nocardia brasiliensis. Los tiempos de retencién de este

patrén cromatografico fueron diferentes a los reportados anteriormente
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para derivados de dcidos micélicos que absorben radiacién ultravioleta (p-
bromofenacilicos) (16). Sin embago, la forma del patrén cromatografico
descrito es muy similar al reportado, tanto en el niimero de picos como en
alturas relativas, ya que las alturas relativas de los tres picos diagnoésticos
mds importantes (D, E y F) descritas en los trabajos previos, quedan
dentro del intervalo de altura relativa de una desviacién estandar
determinado en el presente trabajo (tabla 3). Por lo tanto cuando se
emplee el agente fluorescente cumarinico para la deteccidén de icidos
micdlicos de Nocardia se podrin usar los patrones cromatogrificos
reportados para derivados p-bromofenacilicos como patrones de
referencia y se presupone que se podrian emplear también como patrones

cromatograficos de referencia de otros géneros.

Existen pocos estudios de repetibilidad y reproducibilidad del patrén
de 4acidos micdlicos de los géneros Rhodococcus y Nocardia. Butler et al.
en 1987 evaluaron la reproducibilidad del tiempo de retencién y la forma
del patron cromatogrifico de dcidos micdlicos al analizar diferentes cepas
de una misma especie de los géneros Nocardia y Rhodococcus (16).
Ademads determinaron la reproducibilidad del tiempo de retencién con una
sola especie del género Rhodococcus haciendo diez inyecciones repetidas
de los dcidos micélicos extraidos de la cepa R. rhodochrous y sélo
reportan como valor numérico de reproducibilidad el error estindar del
tiempo de retencion (0.1 min). Sin embargo, en el presente trabajo se
evalué la repetibilidad del ATAM la cual fue de 4% en la cepa testigo.
Ademads se evaluaron la repetibilidad y reproducibilidad del tiempo de
retencion y altura relativa de los picos del patrén cromatogrifico de
derivados fluorescentes de acidos micdlicos de la cepa N. brasiliensis

HUJEG-1. La alta repetibilidad y reproducibilidad en tiempo de retencion
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(menores de 1 y 3% respectivamente) obtenidas permiten utilizar la
posicién de los picos cromatogrificos como un criterio de identificacion
de género. A pesar de obtener una buena repetibilidad de la altura relativa
de los picos del patrén cromatografico (menor del 10 %), en la
reproducibilidad fueron evidentes dos grupos de picos cromatograficos
(A,B,D,EyFconCV.<26% yC, G, Hel>50%), alos primeros se
les designé picos diagndsticos los cuales pueden ser dtiles en la

identificacioén de la cepa testigo.

4.3 Determinacion del limite de deteccion del método de

analisis con la cepa testigo Nocardia brasiliensis HUJEG-1

Se ha reportado como limite de deteccién en el andlisis de derivados p-
bromofenacilicos de dcidos micélicos de Mycobacterium kansasii 2.5 x
106 UFC/mL (17). El reactivo derivatizante 4-bromometil-6,7-
dimetoxicumarina que reacciona con 4cidos carboxilicos para formar
ésteres fluorescentes tiene un limite de deteccién para dcidos grasos de
menos de 5 pg (35), ademas ¢l limite de deteccién para un derivado
fluorescente, generado con la cumarina anterior, de un estandar sintético
de alto peso molecular de dcidos micélicos fue aproximadamente de 15.3
fmol en comparacién con 3.1 pmol para un derivado p-bromofenancilico
del mismo estidndar, por lo tanto los derivados fluorescentes de acidos
micolicos son al menos 200 veces mas sensibles que los derivados p-
bromofenacilicos (20). Hasta ¢l momento, no se ha reportado el limite de

deteccidn para el andlisis de ambos derivados de acidos micélicos a partir
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de cepas de Nocardia, en este trabajo se estableci6 como limite de
deteccién 1.76 x 105 UFC/mL para la cepa testigo N. brasiliensis HUJEG-
1, el cual es menor que el reportado en el andlisis de derivados p-
bromofenacilicos de dcidos micélicos de micobacterias (17) y es un poco
mayor que el valor que se podria estimar para los derivados fluorescentes
de 4cidos micélicos de micobacterias (104 UFC/mL), teniendo en cuenta
los limites de deteccién de los derivados fluorescente y p-bromofenacilico

del estandar sintético de alto peso molecular de acidos micdlicos

reportados (20).

4.4 Obtencion de los patrones cromatograficos de acidos

micdlicos de diferentes géneros

Los 4dcidos micélicos han sido empleados como criterio de diferenciacion
de microoganismos que los poseen, como por ejemplo, los géneros
Nocardia, Rhodococcus y Mycobacterium; ya que el mimero de dtomos de
carbono de los dcidos micélicos varian con el género (15,16,17,18,36), ha
sido posible diferenciar un género de otro con base al tiempo de retencién
y la altura relativa de los picos del patrén cromatografico de acidos
micélicos. En las condiciones cromatograficas empleadas en el presente
trabajo los géneros Nocardia y Rhodococcus facilmente son diferenciados
por el intervalo del tiempo de retencion en el cual se detecta su patron
cromatografico de derivados fluorescentes de dcidos micdlicos, sin tener

que utilizar la altura relativa de los picos del patrén cromatografico de

acidos micolicos.
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Al analizar la cepa de N. asteroides ENCB-7570 se describi6 el
patrén cromatogrifico similar a los reportados para derivados p-
bromofenacilicos de dcidos micélicos de este microorganismo por Butler
et al. (16), con un intervalo de tiempo de retencion diferente, y al
reportado recientemente por Wilson et al. (37), con un intervalo de
tiempo de retencion semejante (5.0 - 7.0 min), esto bajo condiciones de
andlisis diferentes a las empleadas en este trabajo (diferentes derivados de
dcidos micodlicos, columna, detector y gradiente de ¢lucién). Esto reafirma
que cuando se emplee el agente fluorescente cumarinico para la deteccién
de 4cidos micélicos de Nocardia se podrdn usar los patrones
cromatogrificos reportados para derivados p-bromofenacilicos como
patrones de referencia y se presupone que se podrian emplear también

como patrones cromatogréificos de referencia de otros géneros.

4.5 Analisis de muestras clinicas de pacientes con cuadro

clinico presuntivo de micetoma

Contando con el método analitico estandarizado y con los diferentes
patrones cromatogrificos de los derivados fluorescentes de las cepas
estudiadas como referencia se aplico esta metodologia a muestras de tejido

de pacientes con cuadro clinico presuntivo de micetoma y a los

aislamientos clinicos de éstos.

En el andlisis de una biopsia de piel sana (Figura 18) se obtuvo un
patrén cromatogrifico en el cual hay dos picos bien definidos que se

encuentran a un tiempo de retencién menor de 2.0 min. A pesar de que se
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encuentran en la zona del género Rhodococcus difiere de €ste en que el

género Rhodococcus presenta un pico caracteristico a un tiempo de

retencion de 2.2 min.

En el andlisis de la biopsia del primer paciente se obtuvo un patrén
cromatografico en el cual hay picos en la zona del género Rhodococcus.
En el andlisis del cultivo aislado de esta misma biopsia se obtuvo un patrén
cromatografico mixto con picos en la zona del género Rhodococcus y el
patrén cromtografico de Mycobacterium tuberculosis. Ademads este cultivo
fue identificado como M. tuberculosis por pruebas bioquimicas
tradcionales(33), permitiendo correlacionar el patrén cromatografico
obtenido con las pruebas bitoquimicas. Cuatro meses después se realizo
otro estudio microbiol6gico a este paciente, de donde se obtuvo un cultive
con un patrén cromatogrifico caracteristico del género Nocardia sin
poder discernir entre especies por este método. Por otro lado, este cultivo
se identificd como N. brasiliensis mediante pruebas bioquimicas, pudiendo
en este caso identificar del cultivo de una biopsia el género del
microorganismo presente mediante el patrén cromatografico de 4cidos
micélicos. La ausencia de picos cromatograficos en el intervalo del género
Nocardia en la muestra de la biopsia puede haber sido debido a que el
nimero de microorganismos presentes en €sta hubiera sido inferior al
limite de deteccion del método analitico. Por dltimo el no detectar

Mycobacterium tuberculosis en el segundo cultivo nos indica una posible

contaminacion del primer cultivo.

Al analizar la biopsia del segundo paciente con cuadro clinico
presuntivo de micetoma no se obtuvieron picos cromatograficos en el

intervalo de tiempo de retencién para acidos micdlicos (1.7 - 10.0 min)
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(Figura 20), esto podria deberse a que el paciente ya habfa iniciado el
tratamiento con antimicrobianos al momento de tomarse la biopsia para el
andlisis cromatografico. En el andlisis del cultivo aislado de otra biopsia
tomada antes de iniciarse el tratamiento se obtuvieron picos
cromatograficos en el intervalo del género Nocardia sin poder discernir
entre especies por este método, este mismo cultivo fue identificado como

N. brasiliensis mediante pruebas bioquimicas (Figura 20).

En los analisis cromatograficos dc la biopsia y del cultivo mixto de
la biopsia del tercer paciente con cuadro clinico presuntivo de micetoma
(Figura 21) se obtuvieron picos cromatograficos en al zona del género
Rhodococcus muy semejantes en ambos patrones cromatograficos, ademés
se obtuvo otra sefial cromatografica en el andlisis del cultivo mixto en la
zona intermedia entre Rhodococcus y Nocardia (3.0 - 4.0 min), sin poder
discernir entre géneros de actinomicetos, pero si nos confirma la
morfologia colonial de un actinomiceto, ya que fue posible detectar acidos
micolicos de actinomiceto. No fue posible el aislamiento del cultivo puro
con morfologia colonial de actinomiceto, por lo tanto no se realizaron

prucbas bioquimicas para la identificacién de este cultivo.

En el andlisis de la biopsia del cuarto paciente con cuadro clinico
presuntivo de micetoma (Figura 22). En el patrén cromatogréafico sélo se
detectaron picos muy pequenos en la zona del género Nocardia pero sin
observarse un patroén definido, probablemente la concentracién bacteriana
se encontraba por debajo del limite de deteccién de este método. En el
analisis cromatografico del cultivo aislado de la biopsia antes mencionada,
también se obtuvieron picos en la zona del género Nocardia de mayor

tamafo que en el andlisis de la biopsia directa, esto concuerda con la
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morfologia colonial reportada para este aislamiento clinico, pero no fue
posible discernir entre especies por este método, posteriormente se
identificé como N. brasiliensis por pruebas bioquimicas.

Los patrones cromatograficos de dcidos micolicos de las muestras de
biopsias de los cuatro pacientes analizadas no mostraron picos de dcidos
micélicos en el intervalo de tiempo de retencién del género Nocardia,
probablemente debido a que la concentracién bacteriana se encontraba por
debajo del limite de deteccion.

Como se indicé la repetibilidad y reproducibilidad en tiempo de
retencién y altura relativa para los picos diagnésticos A, B, D, Ey Fen la
cepa testigo fue muy buena, sin embargo en cuanto se ha trabajado con
otras cepas de Nocardia provenientes de pacientes con cuadro clinico
presuntivo de micetoma se obtuvieron patrones cromatograficos en el
intervalo de tiempo de retencion del género Nocardia, pudiendo asi
identificar el género, que no coinciden en su forma con la cepa testigo,
aunque si coinciden las pruebas bioquimicas con N. brasiliensis. Esto
indicaria que debe de ser evaluada la reproducibilidad del método analitico
utilizando diversas cepas del mismo género y especie para ver si existen
pequeias diferencias en la produccion de acidos micdlicos entre diversas
cepas de una misma especie y asi poder diferenciar variedades dentro de
una misma especie. Ademds seria conveniente observar los cambios del

patréon cromatografico en diferentes medios de cultivo y fases de

crecimiento.
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4. CONCLUSIONES

Se describen por primera vez el patrén cromatogréfico de derivados
fluorescentes (cumarinicos) de 4acidos micélicos de Nocardia
brasiliensis, Nocardia. asteroides y Rhodococcus equi y fueron
similares a los descritos para derivados p-bromofenacilicos, por lo
tanto cuando se emplee ¢l agente fluorescente cumarinico para la
deteccion de acidos micdlicos de estos microorganismos se podrin
usar los patrones cromatogréificos reportados para derivados p-

bromofenacilicos como patrones de referencia.

Se establecié como limite de deteccién 1.76 x 109 UFC/mL para la
cepa testigo N. brasiliensis HUJEG-1, el cual es menor que el
reportado en el andlisis de derivados p-bromofenacilicos de acidos
micélicos de micobacterias y es un poco mayor que el valor que se
podria estimar para los derivados fluorescentes de acidos micélicos

de micobacterias.

La alta repetibilidad y reproducibilidad en tiempo de retencidn

obtenidas permiten utilizar la posicion de los picos cromatogrificos

como un criterio de identificacién de género.

Se designaron picos diagnésticos de la cepa testigo aquellos cuya
reproducibilidad de la altura relativa fue < 26% y por lo tanto son

utiles en la identificacién de esta cepa.
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Se proponone un esquema de diferenciacién de actinomicetos con
base en la ausencia o presencia de picos cromatogréaficos
correspondientes a acidos micélicos y considerando niimero de picos

del patrén cromatogrifico y tiempo de retencién de estos.

Los patrones cromatograficos de acidos micélicos de las muestras
analizadas de biopsias de los cuatro pacientes no mostraron picos de
dcidos micdlicos en el intervalo de tiempo de retencién del género
Nocardia, probablemente debido a que la concentracién bacteriana
se encontraba por debajo del limite de deteccién del método

analitico.

Los patrones cromatograficos de dcidos micélicos de los cultivos de
las biopsias provenientes de los cuatro pacientes con cuadro clinico
presuntivo de micetoma mostraron picos de acidos micodlicos y en
tres de estos se pudo identificar el género del microorganismo,
aunque la forma del patrén cromatografico no coincidié con

ninguna de las cepas de referencia evaluadas.

Seria conveniente evaluar la reproducibilidad del método analitico
utilizando diversas cepas del mismo género y especie, para ver si
existen pequeiias diferencias en la produccién de dcidos micélicos
entre diversas cepas de una misma especie y asi poder diferenciar
variedades dentro de una misma especie. Ademads seria conveniente
observar los cambios del patron cromatografico en diferentes

medios de cultivo y fases de crecimiento.
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