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IV. RESUMEN

Actualmente. los taxonomos deben manejar un sistema para agrupar y nombrar de forma ordenada,
l6gica y que sea universal para cualquier investigador en el mundo; y asi, no perder de vista a todas

las formas de vida conocidas.

Gracias a los avances cientificos. se han establecido metodologias que facilitan el estudio de los

organismos y que permite obtener mayor informacion acerca de ellos.

l.a taxonomia de los actinomicetos ha cambiado sustancialmente en las ultimas décadas.
incorporando nuevos métodos de identificacién y criterios adicionales para la descripeion de nuevas

especies como se ha mencionado antes.

El conocimiento de los actinomicetos es de gran importancia. ya que éstas bacterias tienen una gran
variedad de actividades, como por ejemplo, ser productores de una gran cantidad de metabolitos,
entre los mas importantes estan los antibiodticos; también peden ser patdogenos para los organismos
superiores, aunque también se ha visto que pueden favoreces a otros organismos por su actividad

simbiotica con ellos.

E! presente cstudio se llevd a cabo en 51 cepas de actinomicetos de aislados clinicos que fueron
donados por el InDRE. Se utilizaron técnicas de taxonomia actuales: 130 pruebas bioquimicas
automatizadas API. observacion del crecimiento colonial y celular para su descripcion. y la
secuenciacion del gen 16S del rRNA para la identificacion a nivel de géncro y especie. Las pruebas
en conjunto nos permiticron hacer una reconsideracion taxondmica de las cepas de estudio, ademas

nos permitio realizar un catalogo de referencia en donde se describe cada una de as cepas utilizadas.

La importancia de este trabajo es a nivel taxondmico en microbiologia, pues permitc a proyectos

posteriores tener una base en el conocimiento de los actinomicetos patégenos



1. INTRODUCCION

Una bacteria es un organismo procariote que presenta un tamaiio de pocos micrometros. Los
actinomicetos o actinobacterias son un grupo de bacterias Gram positivas heterétrotas; la mayoria
de éstos se encuentran en la tierra jugando un pape! importante en la descomposicion de materia
organica; en ¢l suelo son los seres mas abundantes, promediando un 64% de la biomasa bacteriana
(Madigan ef al.. 2009). Otras actinobacterias habitan en las plantas. animales y personas. algunos

participan como patégenos y otros como agentes benéficos.

Algunas poblaciones animales proporcionan reservorios adecuados para el crecimiento y existencia
de actinomicetos patdgenos. y su propagacion es un proceso ccolégico que depende de las
propicdades biologicas del organismo causante, de las propiedades biolégicas del organismo
hospedero y de factores bidticos y abioticos responsables de la transmision del patdgeno entre
hospederos diferentes. Sc han identificado a los géneros Corynebacterium, Actinomyces.
Mveobacterium, Dermatophilus, Actinomadura, Nocardia, Rhodococcus y Nocardiopsis como

agentes causales de enfermedades en animales (McGaviny Zachary. 2007).

Este tipo de bacterias también interactian con el hombre provocando una infeccion liamada
actinomicetoma. A pesar de su importancia social y como problema de salud, sobre todo en paises
de tercer mundo, no han sido estudiados exhaustivamente, quedando un poco alejados del interés de
otros investigadores y de las instituciones de salud. Cabe senalar que los actinomicetomas son mas
frecuentes en campesinos y se considera a Nocardia brasiliensis el agente causal mds frecuente en

el mundo (Lopez-Martinez et al., 2013) desde hace décadas.

Los actinomicetos también degradan desde aziicares simples, proteinas, dcidos orgéanicos hasta
sustratos complcjos, por esto son importantes en el proceso de transformacién y obtencion del
humus en el suelo. Ademas algunos producen antibidticos que regulan los patégenos de las plantas,
éstos crecen inhibiendo las poblaciones de los patégenos, regulando los problemas hasta alcanzar un
balance que le permita a las plantas obtener nutrientes y desarrollarse. Los géneros de actinomicetos
del suelo mas importantes para la nutricion de las plantas son: Streptomyces, Nocardia,

Micromonospora, Frankiay Actinomyces (Graham, 1982).

Los actinomicetos como agentes causales de enfermedades en plantas no son una novedad. Aunque
en ¢l pasado. la fitopatologia de éstos fue restringido por problemas taxondémicos, por la falta de
criterios confiables para el reconocimiento de especies. lo que llevo a una confusion en cuanto a los
agentes causales. En la Gltima década las cosas empezaron a cambiar con la aplicacion de métodos
para la evaluacion de similitudes y diferencias reciprocas entre los diferentes microorganismos. Este
enfoque ha facilitado una aclaracion preliminar de los patronces que caracterizan a los actinomicetos
fitopatogenos (Locci, 1994). Por su relevante interaccion con otros organismos. los actinomicetos
deben identificarse y clasificarse adecuadamente para un correcto diagnostico y tratamicnto; de ésta
manera evitamos pérdidas de recursos vegetal, animal y humano, y aprovechamos los beneficios

que éstos nos ofrecen.



2. ANTECEDENTES
2.1 TAXONOMIA

La taxonomia obtiene, resume y organiza informacion acerca de un organismo que se localizara en

un esquema clasificatorio y estard denotado por un nombre en particular (Priest y Austin, 1993).

Actualmente, los taxénomos deben manejar un sistema para agrupar y nombrar de forma ordenada,
ldgica y que sea universal para cualquier investigador en el mundo; y asi, no perder de vista a todas

las formas de vida conocidas.

Un problema principal es estudiar la unidad basica de clasificacion que es la “especie™. En 1940,
Ernst Mayr definié especie como grupos de poblaciones naturales que se cruzan real o

potencialmente entre si y que han quedado aisladamente de otros grupos (Wocse, 1987).

Gracias a los avances cientificos, s¢ han establecido metodologias que facilitan el estudio de los
organismos y que permite obtener mayor informacion acerca de ellos. Un primer paso en la
taxonomia es la identificacion, en donde se realizan prucbas de diagnostico especificas. pues cada
género, incluso cada especic tiene diferentes reacciones cuando se les enfrenta a diferentes reactivos
y esto ayuda a determinar de quién se estd hablando, comparando con organismos de identidad ya
conocida (Bou ef al., 2011). En la Fenética se utilizan aproximadamente 100 pruebas bioquimicas
que representan caracterfsticas externas, luego toda esta informacion se ingresa a computadoras,
lucgo s¢ comparan y s¢ ven sus posibles relaciones; mediante estudios bioquimicos se pucde

determinar las similitudes y diferencias entre enzimas, proteinas, hormonas. vias de reaccion y de

las moléculas estructurales importantes.

Hoy en dia es comun usar técnicas moleculares que ayudan a reflejar las relaciones filogenéticas;
como carecemos de conocimiento directo del camino evolutivo, la premisa es que los organismos
estéan relacionados por la herencia, y que la secuencia de un genoma ¢s un registro explicito de los
ancestros de dicho organismo; como la evolucion ¢s un proceso de herencia del cambio
nucleotidico, analizar las diferencias en la secuenciacion de ADN de distintas bacterias debe
permitirnos reconstruir su historia filogenética (Madigan et al.. 2009). Con ¢l desarrollo de técnicas
de secuenciacion de aminoacidos en las proteinas, nucledtidos de las moléculas de ADN y RNA, se

han podido comparar organismos a través de los genes.

El segundo paso de la taxonomia es la clasificacion dependiendo de las caracteristicas obtenidas de
las prucbas anteriores; para las bacterias. el sistema de clasificacion aceptado es el Esquema
Taxonémico de las Procariontas (Taxonomic Qutling of the Prokaryotes) originado de la segunda
edicion del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Este manual ha ayudado a los
microbidlogos o taxénomos desde 1923 y es un compendio de informacion sobre todas las especies

bactcrianas reconocidas.



Un tereer paso es nombrar al organismo aplicando una serie de reglas formales para nombrar a los
organismos. Siguiendo el sistema binomial de nomenclatura que se emplea cn toda la biologia. los
procariotes reciben nombres de género y adjetivo de especie. Los términos utilizados son latinos o
derivados griegos latinizados, a menudo referentes a alguna caracteristica descriptiva adecuada al
organismo y se escriben en letra cursiva. Al nombrarlos. ordenamos el mundo natural, facilitando la
comunicacién cfectiva. lo que incluye su comportamicnto, ecologia, fisiologia, patogénesis y sus
relaciones evolutivas. La asignacion de nombres de bacterias y arqueas esta regulada por el Codigo
Bacteriologico (E! Cédigo Internacional de Nomenclatura Bacteriana). Incluso, hay reglas para
rechazar aquellos nombres erroneos en su forma original o que algin modo han quedado

invalidados.
2.1.1 Taxonomia de los actinomicetos

El primer actinomiceto (o actinobacteria) reconocido como patdgeno fue aislado por el veterinario
francés Edmund Nocard en 1888 en una epidemia de muermo bovino afectando al ganado de la isla
de Guadalupe. En 1891, Eppinger reporta el primer caso de nocardiosis humana en un paciente con
“sindrome pscudotuberculoso™ y abscesos cercbrales generado por un microorganismo igual al
descrito por Nocard anteriormente. En 1889, Trevisan crea el género Nocardia, con Nocardia
y Mihm proponen, y es oficialmente aceptado el

farcinica como especie tipo; en 1980, Gordon
nombre de Nocardia asteroides para la especie tipo, reemplazando a N. farcinica hasta nuestros
dias, designando una nueva cepa (ATCCI19247) como cepa tipo, en lugar de la aislada

originariamente en 1888 (Beaman, 1994).

En un principio todos los actinomicetos se clasificaron como hongos debido a que su morfologia y
desarrollo presentaban gran similitud con éstos, y se les denomind “hongos radiados™.
Posteriormente se estudiaron de manera mas completa y se reconocieron como procariontes.

poniéndolos en la clasificacion de bacterias. (Koneman, 2001; Prescott, 2002).

Los actinomicetos resultan dificiles de aislar, cultivar e identificar; ya sea porque sélo conocemos
parcialmente sus requerimientos metabolicos, lo que impide formular medios de cultivos selectivos.
o porque al tratars¢ de microorganismos de crecimiento lento. su aislamiento y correcta
identiticacion requicre de periodos prolongados de tiempo, ¢n adicion a la gran cantidad de trabajo
que muchas veces esto representa. Por lo anterior, constantemente se deben revisar y ajustar la

informacion en el sistema dc clasiticacion (Serrano y Sandoval. 2005).

l.a taxonomia de los actinomicetos ha cambiado sustancialmente en las ultimas décadas,
incorporando nuevos métodos de identificacion y criterios adicionales para la descripeion de nuevas

especies como se ha mencionado antes.
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Grafica 1. Namero de especies de Nocardia Actinomadura y Rhodococcus en
los altimos afios (LPSN, 2016).

700
525
350

175

1980 2005 2014 2016

Grafica 2. Namero de especies del género Streptomyces en los altimos anos (LPSN, 2016).
Se pucde observar que éste género ha sido de gran interés por sus multiples metabolitos que
han sido explotados desde hace décadas.

En las graficas 1 y 2 se muestran solo cuatro géneros de actinomicetos que tienen importancia
médica; s¢ escribe el nimero de cspecies que se habian identificado en diferentes afios. como
podemos observar, mientras pasan las décadas y los avances cientificos crecen, las nucvas técnicas
de identificacion han permitido conocen ampliamente nuevas especics que anteriormente eran

dificiles de separar de los grupos taxonémicos establecidos.

2.1.2 Clasificaciones biologicas

La clasificacion de los organismos siempre ha sido una actividad importante en todas las culturas, lo
cual se ve reflejado en la enorme riqueza de términos botdnicos, zooldgicos y microbioldgicos
existentes. Las clasificaciones bioldgicas intentan ofrecer una estimacion de la diversidad. las

relaciones y la organizacion de la vida. que sea consecuente con las ideas de la historia evolutive

5



El hombre, ha tenido que reconocer y describir las similitudes y diferencias de su universo
biologico, y establecer unidades, principios y leyes presentes en la variedad y el nimero de los seres
vivos. De esta manera. s¢ han formulado arreglos clasificatorios que han permitido entender a los

seres vivos (Madigan et al.,, 2009).

Una de las tareas mas frecuentes de los taxonomos estd relacionada con la claboracion de los
inventarios bioticos regionales o ceparios, el listado de especies que habitan una region. el
reconocimiento de sus asociaciones en un habitat determinado y los aspectos més sobresalientes de

su distribucion.

Los taxoénomos cotidianamente sc¢ enfrentan a describir y nombrar especies; con frecuencia se
investiga un conjunto de caracteristicas previamente no analizados en un grupo de organismos, lo
que conduce a efectuar un nucevo andlisis filogenético y a reestructurar o proponer una clasificacion
consecuente con los nuevos resultados obtenidos. Estos son aspectos de la taxonomia, que unifican

las historias de la vida (Llorente, 1999).

Las colecciones son bancos de datos de gran interés para la humanidad, por ser una fuente

inagotable de informacion de la biodiversidad de un pais.

Los propositos de las colecciones son el generar, perpetuar, organizar y difundir informacion.

Gracias a ellas se realizan trabajos de tipo:

* Taxondmico (nombres, identificaciones, variabilidad morfoldgica).

» Sistematica ( estudio de las relaciones entre las especies).

» Istudios evolutivos (imorfologia. fisiologia).

¢ Estudios de modelos predictivos de la biodiversidad del planeta (pasada y futura, rasgos de
extincion).

* Investigaciones sobre cl ambiente.

* Investigaciones sobre la ecologia de las especies (historia natural).

* Investigaciones biom¢édicas, bioquimicas y en la biotecnologia (estudios de compuestos quimicos
empleados en la medicina).

* Estudios moleculares de ADN y cladisticos, entre muchos otros.

Las colecciones pueden componerse de diferentes organismos y cada laboratorio s¢ especializa en

sus técnicas dependiendo del organismo del que se trate.

Los ceparios son “bibliotccas de microorganismos™, es decir, un lugar donde se¢ colecciona, alma-
cena y conserva una gran mayoria de especies bacterianas que han sido recolectadas de diferentes
ambientes. Pueden obtenerse mediante aistamientos del suclo. de medios acuéticos (rfos. lagos o

mares). aislamicentos en plantas. animales o de lesiones en personas, cte. La procedencia dara



informacion sobre condiciones de crecimiento, formacion de metabolitos de interés o patogenicidad

y ayudara a entender a los microorganismos dc nuestro entorno.

Para mantener organizadas las colecciones de microorganismos, los laboratorios deben contar con
un catalogo con la monografia de cada cepa en donde se expliquen sus caracteristicas. cada
monografia debe contener el nombre del microorganismo (especie y género); informacién de la
procedencia; los resultados de pruebas bioquimicas y moleculares que sirvieron para su
identificacion; caracteristicas macroscépicas y microscopicas e informacion sobre su

almacenamiento. principalmente.

I.as colecciones de cultivos microbianos estan representadas internacionalmente por la Federacion
Internacional de Colececiones de Cultivo (World Federation for Culture Collection, WFCC) que es
un conjunto de Comités. Comisiones y Federaciones de la Unién Internacional de Sociedades de
Microbiologia (Internacional Union of Microbiological Societies, [UMS) y un miembro cientifico
de la Unién Internacional de Ciencias Biologicas (Internacional Union Biological Sciences, [UBS)
cuyo principal objetivo ¢s la promocién y desarrollo de colecciones de cultivos de microorganismos
y lineas celulares. también proporciona una interfaz uniforme para la comunidad cientifica e
industrial para acceder a la informacion completa de recursos microbianos; sus miembros
constituyen una red global para la preservacion ex-situ de la diversidad microbiana en la Tierra.
Existen 625 de colecciones microbianas registradas en Culture Collections Information Worldwide
(WDCM) del WFCC.

2.1.3 Diversidad microbiana

La vida microbiana ha sufrido un proceso de diversificacion metabdlica, utilizando diversas fuentes
de energia que se encuentran disponibles en la Ticrra. Sin duda alguna, cuando ciertos nutrientes
comienzan a limitarse, la competencia y la seleccion natural estimulan la evolucion de nuevos tipos
de metabolismos mds eficientes. Por otro lado, la vida microbiana altera la composicion quimica del
entorno a través de su propia actividad metabdlica. agotando ciertos recursos y creando otros
mediante la produccion de productos residuales y de material celular. Estos cambios con los nucvos
nutricntes y clementos han presentado desafios para la supervivencia y oportunidades para su
aprovechamiento (Madigan er al.. 2009), en consccuencia, la formacién o desaparicién de especies

bacterianas.

La taxonomia caracteriza, nombra y agrupa a los organismos conforme a sus relaciones naturales.
La taxonomia bacteriana ha estado centrada en aspectos de identificacion y descripcion y ambas

actividades se han basado fundamentalmente en comparaciones fenotipicas (Madigan et al., 2009).



2.2 ACTINOMICETOS

El orden de los Actinomycetales comprende 63 géneros constituyendo, aproximadamente del
20-60% de la poblacion microbiana del suelo (Prescott. 2002) dependiendo de la regién. En un
principio los actinomicetos se incluyeron entre los hongos por su morfologia y desarrollo, dotados
de un micelio verdadero; debido a esto sc les denominé “hongos radiados™. Sin embargo, hoy en
dia, y dado su carécter procariéntico. se sustenta muy bien su clasificacion como bacterias

(actinobactcrias).

Son Gram positivas con alto contenido de G + C en el ADN, una de sus caracteristicas particulares
es que tienen un olor tipico a suelo humedo por la produccion de un metabolito [lamado geosmina,
producen terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares capaces de degradar la materia organica
(Ben-Omar er al. 1997).

Son encontrados ¢n suelos como saprofitos, comensales y simbiontes, donde jucgan un papel
ecoldgico importante en ciclos de nutrientes del suelo, también habitan en todos los tipos de
sustratos en los ecosistemas mas diversos que van desde la descomposicion de materiales orgdnicos
para las plantas. agua dulce, sedimentos. organismos marinos, insectos, entrc otros (Gonzalez ef al.,
2005); algunas actinobacterias son conocidas por formar asociaciones con invertebrados y
vertebrados (McNeil y Brown, 1994).

Se encuentran en casi todos los tipos de suelo y bajo condiciones extremas disminuyen levemente la
concentracion de la poblacion. Su nimero varia en gran proporcion segin el caso. pero es comun
encontrarlos en suelos fértiles con concentraciones de 106 UFC g™ de suelo seco (Tate. 2000). Los
principales géneros que se aislan a partir de suclos son Nocardia, Streptomyces y Micromonospora
(Martin, 1981); pero 95% de los actinomicetos aislados a partir del suelo pertenecen al género

Streptomyces (Lacey, 1973).

El primer actinomiceto (o actinobacteria) reconocido como patdgeno fue aislado por el veterinario
francés Edmund Nocard en 1888 ¢n una epidemia de muermo bovino afectando al ganado de la isla
de Guadalupe. En 1891, Eppinger reporta el primer caso de nocardiosis humana en un pacicnte con
“sindrome pseudotuberculoso™ y abscesos cerebrales gencrado por un microorganismo igual al
descrito por Nocard anteriormente. En 1889, Trevisan crea ¢l género Nocardia, con Nocardia
Sarcinica como especie tipo; en 1980. Gordon y Mihm proponen, y ¢s oficiailmente aceptado el
nombre de Nocardia asteroides para la especie tipo. reemplazando a N. farcinica hasta nuestros
dias, designando una nueva cepa (ATCC19247) como cepa tipo. en lugar de la aislada
originariamente en 1888 (Beaman. 1994).

Por su relevante interaccion con otros organismos, los actinomicetos deben identificarse y
clasificarse adecuadamente para un correcto diagndstico y tratamiento; de ésta manera evitamos
pérdidas de recursos vegetal. animal y humano. y aprovechamos los beneficios que éstos nos

ofrecen.



2.1 Los actinomicetos y las plantas

Las bacterias asociadas a plantas puede ser benéficas o perjudiciales. Todas las superficies de las
plantas tienen microbios en ellos. y algunos microbios viven dentro de las plantas. Algunos son
residentes y algunos son transitorios. Las bacterias individuales no pueden ser vistos sin el uso de
un microscopio, sin embargo, grandes poblaciones de bacterias se hacen visibles como agregados
en forma liquida, como biopeliculas en las plantas o como suspensiones viscosas sobre las
estructuras de las plantas. Las bacterias como patogenos de las plantas pueden causar enfermedades
econéomicamente perjudiciales. que van desde manchas. mosaicos o pUstulas en las hojas y frutas, o

necrosis de los tubérculos (Vidaver, 2004).

En comparacion con otras bacterias. los actinomicctos, aparentemente desempefian un papel poco
relevante en enfermedades de las plantas. Econdmicamente, las enfermedades causados por
actinomicetos en cultivos son importantes. Hasta hace unos afos estos han sido detectados
principalmente en papa, zanahoria. rdbano y remolacha. La situacion es especialmente
insatistactoria en ¢l caso de la papa donde sintomatologias distintas son observadas, causados por
diferentes actinomicetos (Locei, 1994). Por ejemplo, la SAGARPA (2002) identifico a Streptomyces
sp. como plaga en productos agropecuarios. cspecificamente en la semilla de papa, en inspecciones
en Coahuila. En la zona norte de Sinaloa s¢ cree que la sarna comun, enfermedad que afecta raices y
tubérculos fue causada por Streptomyces causando severas pérdidas de produccion del cultivo de
papa durante el periodo 2008-2009 (CONPAPA, 2010). En los afos 2011 y 2012 se observaron
tubérculos de papa fiana con sintomas severos de pudricion y sarna en campos agricolas del Valle
del Mayo. Sonora, México, dicha enfermedad presenté una incidencia en la region que fluctu6 entre
30 a40% (Leyvaer al., 2014).

Al saber que la papa es una de las principales hortalizas que se producen en México y su cultivo ¢s
uno de los mds importantes; s6lo superado por maiz, frijol, trigo y arroz; podemos calcular las
pérdidas que provocaria una enfermedad sobre ésta hortaliza. Ll cultivo de papa tiene una
produccion aproximada de 1.537.000 toneladas. que genera un valor de 11.622.047 (miles de pe-
s0s) y ocupa el sexto lugar en valor comercial del producto a nivel nacional. En nuestro pais se
dedican a la produccion de este cultivo 8,700 productores, ademas de quc sc generan alrededor de

Figura 1. Infeccion de la papa. Papa fiana infectada con
“sarna comun” causada por Strepromyces (CONPAPA, 9



17.500 empleos directos, 51.600 empleos indirectos y 6.9 millones de jornales/afio (Diario Oficial

de la Federacion, 2014), por lo que el control de sus plagas es de suma prioridad.

La Ley Federal de Sanidad Vegetal se encarga de promover medidas fitosanitarias aplicables en
materia de sanidad vegetal que tendran como finalidad establecer los requisitos, especificaciones.
criterios y procedimientos para controlar la movilizacion de vegetales, sus productos y
subproductos, vehiculos de transporte, materiales y equipos susceptibles de ser portadores de
plagas, asi como de agentes patogénicos que puedan representar un riesgo fitosanitario. Se sujeto al
articulo 5o. del Acuerdo sobre la Aplicacion de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias de la
Organizacion Mundial de Comercio, para la evaluacion del riesgo y determinacion del nivel
adecuado de proteccion fitosanitaria (OMC. 1994; Diario Oficial de la Federacion, 2014).

Por otra parte, desde un punto de vista mas satisfactorio, los actinomicetos son importantes para la
nutricion de las plantas como Streptomyees, Nocardia, Micromonospora, Frankia 'y Actinomyces
(Burbano, 1989). Estas bacterias se asocian a las raices de las plantas y aumentan su crecimiento y
desarrollo ayudando a la fijacion de nitrogeno; también pueden protegerlas contra otros organismos

del suelo. Algunos ejemplos de asociaciones benéficas se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 1. Actinomicetos que fomentan el crecimiento de diferentes familias
de plantas mediante interaccion mutualista.

Actinomiceto Plaflta con ('1uien /'\ccién d.erla Autor
interactia interaccion
Familias: Betulaceae, |+ Mejoramiento del
Casuarinaceae, suelo, reforestacion
Coriaraceae, .
. Dasticaceae, « Alternativa para Berliner y
Frankia Elaeagnaceae. sistemas Torrey. 1989
Myricaceae, silvopastoriles
Rhamnaceae y
Rosaceae
Arachis hypogaea, « Endofito de
Cicer arietinum, leguminosas, {ija
Glyeine max, nitrogeno ¢n las
culinarium Lens, raices
Micromonospora | Lupinus angustifolius, o Truiillo ef al
Lupinus gredensis, + Crecimiento vegetal '|2007 h
Medicago sativa,
Ononis sp.,
Ornithopus sp.. P
sativum, Trifolium sp.,
Vicia sp. v Mucuna sp.
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Familia Fabaceae « Endoéfito de

leguminosas, fija Dimkpa et al..
, nitrégeno en las 2008
Streplomyces raices Tokala et al.,
2002

« Crecimiento vegetal

Se ha determinado que la cantidad de nitrégeno fijado por leguminosas arboreas gracias a la
asociacion que tienen con microorganismos puede ser hasta de 300 kg de N2/ha/afio, mientras que
en leguminosas herbdceas asociadas con microorganismos es de 100 a 150 kg de N2/ha/afio
(SAGARPA, 2014). Ademas, ¢n los paises tropicales de montafia es un gran recurso natural al que

podemos recurrir para enfrentar un buen nimero de problemas del ambiente.

Se ha evaluado el efecto antagonista de Strepromyces spp. contra hongos fitopatégenos como
Alternaria sp. que afecta tomate, papa y berenjena; tos hongos que ataca pueden ser Rhizoctonia sp.
y Fusarium sp. presentes en el cultivo det frijol y ejote causando dafios en la semilla impidiendo su
germinacion; y también contra el hongo Colletotrichum sp. que ataca otros cultivos de relevancia
econémica (Davila ef al.. 2013; SAGARPA, 2014). Este método de control es persistente en ¢l suelo
¢ inofensivo para plantas y animales, no causa envenenamiento por residuos y es de bajo costo
(Sanchez-Ovalle er al., 2011).

Por otra parte, también se sabe que la simbiosis formada por Frankia y el nédulo de las plantas
actinorrizicas (arboles perennes) pueden ser usados en restauracion ecoldgica y produccion de

madera, una alternativa para reforestar bosques o suclos poco fértiles.

Figura 2. Nodulos roducidos por la asociacion de Frankia con una
planta actinorrizica (D.R. Benson. University of Connecticut, 2015).

Se han descrito en la actualidad alrededor de 200 especies de plantas actinorrizicas, distribuidas en
ocho familias botanicas. que son portadoras de nodulo fijadores de nitrégeno formados por Frankia
(Valdés et al., 20006).
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2.2 Los actinomicetos y los animales

Los animales, al estar en contacto directo con el suelo por su alimentacion y habitat, pueden
contraer multiples enfermedades. algunas pueden ser ocasionadas por los actinomicetos. Se han
identificado a éstas bacterias como agentes causales de enfermedades en ovinos, bovinos y porcinos
(McGavin y Zachary. 2007) tales como linfadenitis (Kumar, 2013), mastitis (Murakami et al..
1998). micetoma (Condas et al., 2013), tuberculosis (Serrano y Sandoval, 2005). entre otras

infecciones.

Figura 3. Infeccion en animales.
Lesion submaxilar en bovino causada
por Actinomyces.(Enciclopedia
bovina:http://www.fmvz.unam.mx)

La mayoria de las infecciones por actinomicetos en animales son causadas por Nocardia sp. la cual
provoca reacciones tisulares supurativas y granulomatosas, principalmente en individuos
inmunodeprimidos. En el Cuadro siguiente se resumen reportes y estudios en animales asociados

con infecciones por actinomicetos.

Cuadro 2. Actinomicetos que actiian como huéspedes en animales provocando infecciones.

Actinomiceto Animal Tipo de infeccion Autor

Nocardia sp. Bovinos Mastitis y leche

i Ribeiro et al., 2008
contaminada

Nocardia asteroides | Yeguas Aborto por lesiones en Bolon et al.. 1998
pulmones, higado y
placenta en fetos. Hong et al.. 1993
Nocardia asteroides | Perro Disnea. anorexiay
mucosas descoloridas Ramos, 1990

y finalmente la mucrte

Nocardia sp. Perro Dermatitis atépica y
enfermedad Paul et al., 2010
neurologica
N i ) “nft ¢ .
o.cja.rdla . Cabras Entermedades Domenis et al... 2009
otitidiscaviarum pulmonares
Nocardia salmonicida | Salmén Nado lento y

A Isik et al., 1999
finalmente la muerte

12



Nocardia sp.

Bifalo Beluga (de
acuario)
Mapaches. renos.

Enfermedades
pulmonares, peritonitis
y anorexia

Pal et al., 1997
Macneill, 1997
Vemireddi et al., 2007

Nocardia sp.

Equinos

Neumonia fibrosa,
Hepatitis necrosante y
aborto

Bolon et al., 1998

Actinomyces bovis

Bovinos Porcinos
Equinos

“mandibula terrosa™

Mas et al., 2008
Serrano ef al., 2007

Actinomyces Bovinos Mastitis y peritonitis Serrano ef al.. 2007

pyogenes

Actinomyces Bovinos Porcinos Peritonitis y abortos

pyogenes Corderos Congjos Serrano et al., 2007
Equinos

MJ.)C({bnctenum Bovinos Tumores Oakey et al... 2005

asiaticum

My cobacterium Yeguas Abortos Hélie y Higgins, 1996

avium Cline et al., 1991

Mycobncte-rzum Serpientes I,ACSIOHCS en diversos Soldati er al.. 2004

tuberculosis Tortugas Lagartos organos

Focas
Leones marinos

Forshaw y Phelps, 1991
Kock et al., 1999
Lairmore et al., 1985

Flamingos
Rhodococcus equi Equinos Neumonia Muscatello et al..
2009
Rhodococcus equi Porcinos Nodulos submaxilares Takai e al.. 199
C ot:ynebactenum' Yeguas Abortos Poonacha y Donahuc,
pseudotuberculosis y 1995
C‘oryne{mctenum Ienricson ef al.. 2000
diphteriae
Corynebnctertum‘ Ovinos Linfadenitis Padilla et al.. 2008
pseudotuberculosis
Corynebacterium sp. | Tortuga Lcsiones en diferentes
Gato Organos Collins et al., 2001
Foca
Dermatophilus Caprinos Dermatitis Acostay Pérez, 2003
congolensis Equinos Moncada y Callejas.

1988

13



Es necesario mencionar que Nocardia ha sido involucrada ¢n casos de mastitis y ha producido un
aumento aparente en todo el mundo en la incidencia de esta infeccion tal vez debido a la
transmision de este patogeno ambiental oblicuo. Nocardia nova, Nocardia farcinica, Nocardia
puris, Nocardia cyriacigeorgica, Nocardia veterana, Nocardia africana, y Nocardia arthritidis

fueron detectados como especies que provocan mastitis (Condas et al., 2013).

La leche en especial es un producto sumamente vulnerable a riesgos microbiologicos que podrian
afectar su calidad sanitaria, las enfermedades que pueden llegar a afectar al ganado caprino
productor de leche como la brucelosis y mastitis pueden afectar directamente la inocuidad y calidad
de la leche. representando un peligro potencial para la salud pablica si no se aplican sistemas de
minimizacién de riesgos contempladas en las diferentes etapas desde la produccién, ordefia y hasta
su transporte.Un diagnostico realizado por SAGARPA en 2009 en Sonora, identifico como
principales problemas c¢n produccién de leche la falta de forraje en cantidad y calidad; la fertilidad
de los animales del 50%. vacas de primer parto a los 40 meses de edad; 80%de incidencia de

mastitis. 22% de productores inseminaban y 33% hacian diagnostico de gestacion.

La mastitis es una infeccién que afecta a los caprinos, bovinos y ovinos. La infecciéon normalmente
se propaga durante la ordefia y genera mala calidad de la leche.El Delegado de la SAGARPA,
Ernesto De Lucas Palacios sefialé que para SAGARPA es primordial el reforzamiento de programas
vy trabajos que ayuden a mejorar la calidad de la leche, para combatir factores de riesgo como la
mastitis. que afecta al 20% de las vacas en produccion (SAGARPA, 2010).

Otro actinomiceto que es importante mencionar es Mycobacterium bovis que provoca tuberculosis
bovina. la cual se caracteriza por la formacion de granulomas, afecta a bovinos y a otros animales
domésticos. Es considerada una zoonosis porque es transmisible al hombre, quien la contrae al
ingerir productos lacteos contaminados y no pasteurizados o por el contacio con animales
infectados (SAGARPA, 2012). En el afio 2000 se reportaron casos de bovinos infectados con esta
bacteria en la mayoria de los estados del pais (SENASICA. 2012).

Figura 4. Lesiones pulmonares
por tuberculosis aguda en becerro
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La presencia de la enfermedad en los animales, es un constante riesgo de diseminacion hacia las
unidades productivas libres de la enfermedad. ¢ inclusive ha sido un factor determinante que ha
motivado restricciones y condiciones impuestas por Estados Unidos. La prevencion, el control de
las enfermedades zoondticas y la proteccion de la salud publica son una prioridad por el aumento de
la poblacion mundial (Aiello y Susan, 2000), pues s¢ podrian prevenir endemias o epidemias

provocadas por infecciones provenicentes de animales.

Aunque tradicionalmente se ha considerado a los actinomicetos como agentes patégenos en
animales, en los Gltimos afios sc¢ ha descubierto que también existen interactuando de forma

simbiotica con éstos como sc muestra en el siguiente Cuadro.

Cuadro 3. Simbiosis de actinomicetos con animales.

Actinomiceto Animal Tipo de simbiosis Autor
Streptomyces, Nocardiopsis | Cabray otros Nativos en ¢l tracto
plomy ardiop 2 S en e Tan ef al.. 2009
y Oerskovia rumiantes. gastrointestinal
Streptomyces, Termitas Nativos en el tracto
Mycobacterium, astrointestinal
Y erl.um gastromtestina Watanabe er al. 2003
Corynebacteriumy
Rhodococcus
Streptomyces Abcjas y Protege contra Kaltenpoth et al..
hormigas patégenos durante la 2006
primavera Currie et al., 1999
Myceligenerans Corales y En cstudio Sarmiento-Vizcaino
cantabricum estrellas etal., 2015.

2.3 Los actinomicetos y el hombre

Los actinomicetos pueden interactuar con el hombre. pero cuando es asi, provoca una infeccion

llamada actinomicetoma,

En 1888, Nocard reconocié por primera vez ¢l potencial patogénico de este grupo dc
microorganismos. Los actinomicetos acrobios de importancia médica pueden causar una
significativa morbilidad y mortalidad, especialmente en los pacientes severamente
inmunocomprometidos altamente susceptibles, incluyendo los receptores de trasplante y los
pacientes infectados con el virus de la inmunodeticiencia humana. Sin embargo, ¢l diagnéstico de
estas infecciones puede scr dificil. y la terapia efectiva puede ser complicado por la resistencia
antimicrobiana (McNeil y Brown. 1994).
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El actinomicetoma es una infeccion subaguda o crénica de la piel y del tejido subcutdneo, de tipo
granulomatoso producida por actinomicetos, cuyo habitat principal es ¢l suelo y que por via de
traumatismos punzo penctrantes causados con espinas o astillas de maderas contaminadas con los

agentes ctioldgicos logran penctrar al organismo de los humanos o de los animales.

La mayoria de los estudios epidemioldgicos sobre el actinomicetoma estan basados en estudios de
cpidemiologia descriptiva. de manera que la verdadera incidencia, prevalencia y la distribucion

geografica mundial del actinomicetoma atin no es bien conocida (Serrano y Sandoval, 2005).

El actinomicetoma se encuentra principalmente en regiones ubicadas cerca del tropico de Cancer,
entrc las latitudes 15° Sur y 30° Norte. Una mayor incidencia se encuentra en México, Venezucla,
Brasil, norte de Argentina, algunos paises de centro América, Sudan, Senegal. Somalia. India y
Pakistan; cn estas regiones la enfermedad es endémica. Se observan ademds casos esporddicos
en otros paises de América del sur, Estados Unidos, Arabia Saudita. Yemen y Europa (Barry,
2009).En México, se ha descrito casos practicamente en toda la repiblica. predominando en los
estados de Morelos. México, Jalisco, Veracruz, Oaxaca, Michoacan, Guerrero, Hidalgo y Nuevo
Ledn (Serrano y Sandoval, 2005).

'
. 5}._)
"

Figura 5. Micetoma en torax causado por N. brasiliensis y micetoma en pie causado por
Actinomadura pelletieri, s¢ observan numerosas fistulas y nédulos (Serrano er al., 2007).

Un estudio realizado en México por Lopez-Martinez y colaboradores en 2013 arrojo los siguientes
datos: El total de casos de actinomicetoma detectados en las dos dltimas décadas hasta 2012 en 11
centros de diagndstico micologico fue de 3.933; donde 2.920 fueron hombres (75.6%) v 940
mujeres (24.4%).

La frecuencia mas clevada fueron los campesinos quienes en su vida cotidiana se exponen a los
agentes causales a través de heridas traumaticas contaminadas. Las amas de casa de zonas rurales
dedicadas a las labores domésticas ocuparon ¢l segundo lugar en frecuencia; esto se explica porque
ellas también participan, aunque en menor grado, cn las actividades del campo.
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El lugar con mayor niimero de casos corrcsponde a Jalisco (676 casos), Morelos (429 casos), Nuevo
Lebn (347 casos), Guerrero (302 casos) y Veracruz (264 casos).

Figura 6. Actinomicetoma en el mundo. En
rojo se sciialan los paises con mayor reporte
de casos, en amarillo los paises con bajo
s ireporte de casos y los paises en rosa son casos
esporadicos.

La localizacion corporal mas frecuente es en los miembros inferiores, en particular en los
pies(60.29%), de menor frecuencia los miembros superiores, tronco y cabeza, cuando se localiza en
térax, generalmente lo hace en el tercio superior del dorso. donde la inoculacion puede producirse

por acarrear material contaminado. y ¢s de destacar el peligro de invasion a pulmoén.

Dos o mas
Cabella o cuello regiones
2.16% 4.36%

Extremidades
superiores
13.43%

Figura 7. Frecuencia del
actinomicetoma
dependiendo de la region

Extremidades inferiores
60.29% corporal.
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La identificacion taxondmica de los actinomicetos. tradicionalmente, se realiza scgan las
caracteristicas morfolégicas y 5 pruebas bioquimicas. Se cree que el principal agente de infeccion

fue Nocardia brasiliensis. en 88% de los casos reportados.

Los actinomicetos de importancia médica pueden causar una significativa morbilidad y mortalidad.
especialmente en los pacientes severamente inmunocomprometidos altamente susceptibles,
incluyendo los receptores de trasplante y los pacientes infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana. Sin embargo. el diagnéstico de estas infecciones puede ser dificil. y la
terapia antimicrobiana efectiva puede ser complicado por la resistencia antimicrobiana (McNeil y
Brown. 1994),

La poblacion mds afectada son los habitantes de dreas rurales. quienes por sus actividades laborales
tienecn mayor riesgo de sufrir heridas traumaticas sépticas exponiéndose a los agentes causales,
ademas de tener acceso limitado a los servicios de salud. Se caracteriza por un aumento de volumen
relativamente indoloro y fistulas a través de las cuales se elimina pus y granos, constituidos por

filamentos.

La frecuencia del micetoma esta relacionada con el desarrollo sociocconémico de los paises donde

se presenta (1.opez et al., 2013).

« Africa es un continente donde se registra la mayor frecuencia de micetoma del mundo.
« En México, es el pais latinoamericano que registra el mayor nimero de casos. Aunque cn paises
como Brasil y Venezuela, el nimero de casos reportados también es importante.

« En Estados Unidos y Europa s¢ han reportado casos esporadicos.
2.4 Metabolitos producidos por los actinomicetos

Su metabolismo extremadamente rico ¢std muy frecuentemente acompaiiado por la producciéon de
metabolitos secundarios, éstos desempefian un papel importante en el mantenimiento, sefializacion
y colonizacion del habitat microbiano (Gonzalez et al.. 2005). Son responsables de la produccion de
alrededor de la mitad de los metabolitos secundarios bioactivos descubiertos, cspeeialmente
antibioticos, agentes antitumorales, agentes inmunosupresores y enzimas. Estos pueden ser un

reeurso para el descubrimiento biotecnologico (Wu et al., 2009).

De los aproximadamente 8.000 antibidticos (Evangelista y Moreno. 2007):

. 45.6% producidos por Streptomyces
. 16% por otros actinomicetos,
. 16.9% por otras bacterias

. 21.5% por hongos
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Esta comprobado que més de 500 sustancias antibioticas distintas son producidos por
estreptomicetos y gran namero de ellos han sido estudiados en forma quimica. Algunos
actinomicetos producen mdas de un antibidtico, la nutricion de un organismo puede originar un
cambio en la naturaleza del antibidtico que se produce, el organismo por lo general es resistente a

sus propios antibiéticos, pero en ocasiones puede ser sensible a estos (Evangelista y Moreno, 2007).

Después de los antibidticos, las enzimas son los productos més importantes de los actinomicetos.
Actualmente las enzimas de origen microbiano, incluyendo las producidas por actinomicetos, son
ampliamente utilizadas en la industria alimenticia, en la fabricacién de detergentes, en la industria
textil y farmacéutica, en terapia médica, quimica biorganica y biologia molecular. La demanda en la
utilizacion de enzimas en diferentes procesos biotecnoldgicos ha ido en aumento, lo cual genera la
necesidad de buscar nuevas fuentes bioldgicas para la obtencion de mejores actividades. que puedan
ser producidas en grandes cantidades y a un bajo costo, una alternativa es el uso de
microorganismos, tales como los actinomicetos que producen una gran cantidad de enzimas
hidroliticas extracelulares con capacidad de degradar los polimeros de la materia organica

disponible (IZvangelista y Moreno. 2007).
Algunos ¢jemplos de metabolitos producidos por éstas bacterias son los siguientes:

¢ Productores de antibioticos: Estreptomicina (Streptomyces griseus). tienamicina (Streptomyces
cattleya), anfotericina B (Streptomyces nodosus), cloranfenicol (Streptomyces venezuelae),
lincomicina (Streptomyces linconinensis). etc.

¢ Productores de enzimas:

- Degradadores de cclulosa: Micromonospora, Streptomyces (presentes en ¢l estiércol y los
vegetales en descomposicion) y Streptosporangium

- Productores de amilasas: Streptomyces

- Productores de quitinasas: Streptomyces olivaceoviridis 'y Streptomyces venezuelae

¢ Productores de antitumorales: Actinomicina D(Streptomyces sp.), mitomicina (Streptomyces
caespitosus). bleomicina (Streptomyces sp.). neomicina (Streptomyces fradiae). etc.

* Productores de inmunosupresores: Policétidos FK-506 (Streptomyces tsukubaensis). rapamicina
(Streptomyces hygroscopicus), etc.

* Productores de antiparasitarios: Monensina (Streptomyces cinnamonenis). lasalocido
(Streptomyces lasaliensis), salinomicina (Streptomyces albus). etc.

* Algunos metabolitos, como la monensina. funcionan como iondforos que hacen mas eficiente la
digestion de los alimentos consumidos por los rumiantes (Bretschneider, 2009).
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2.3 Cepas de estudio

El laboratorio de Produccion de Biologicos de la UAM Xochimilco cuenta con una coleccion de
actinomicctos de 837 cepas obtenidas de diferentes fuentes. ésta coleccién no se encuentra
registrada cn alguna base de datos nacional o internacional ya que s¢ encuentra en proceso de un
adecuado analisis, identificacion y clasificacion para poder formar parte de un registro de

referencia.

La recoleccion de diferentes cepas de actinomicetos del Laboratorio de Produccion de Biologicos
de la UAM Xochimilco data de hacc mas de 30 afios y su funcion principal es la conservacion ex
situ de biodiversidad de actinomicetos; han sido de gran importancia y estudio en difcrentes
proyectos de investigacion, proyectos cscolares. docencia y tesis de licenciatura, maestria y

doctorado.

En el afio 2004 sc identificd una nueva especic a partir de ésta coleccion, Rodriguez-Nava
reclasifico a la ahora llamada Nocardia mexicana a partir de aislamientos de micetomas humanos
(Rodriguez-Nava et al., 2004).

En 2005, Ramirez-Duran cre6 la primer coleccion de actinomicetos haléfilos en México a partir de
cepas que pertenecen a ¢sta coleccion. Este estudio pionero permitié conocer la presencia y
distribucion geografica de Saccharomonospora (en la zona sur de México) y de Actinopolyspora
(en la zona norte de México). Ademds dio a conocer caracteristicas hasta entonces desconocidas de

los actinomicetos halofilos.

Los ejemplos anteriores y otros no mencionados han sido estudios realizados con ésta coleccion que
ha ido creciendo con el tiempo. La coleccion se ha formado a partir de las muestras donadas de las

siguientes instituciones:

® Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”

@ Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologica, InDRE

® Hospital Infantil de México ~Dr. I'ederico Gomez™

® |nstituto dermatologico de Jalisco “Dr. José Barba Rubio”™

@ Ccpario del Laboratorio de Produccion de Biologicas de la UAM-X
® Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Michoacan

® Grupo de Actinomycetales de M¢rida, Venezuela
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3. HIPOTESIS
El analisis en conjunto de las pruebas actuales fenotipicas, genotipicas y filogenéticas modificaran

la clasificacion establecida con métodos tradicionales, de las cepas presentes ¢n la coleccion de

actinomicetos depositadas en el Laboratorio de Produccion de Bioldgicos de la UAM-X.
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4.1 OBJETIVO GENERAL

Clasificar en su respectivo taxon cepas de actinomicetos anteriormente identificadas con métodos
tradicionales, haciendo uso de técnicas actuales de identificacion de bacterias.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar una caracterizacion fenotipica de los actinomicetos de estudio.

Realizar una caracterizacion genotipica y filogenética de los actinomicetos de estudio.

Interpretar y recopilar la informacion obtenida para establecer las bases para la creacion de un
catdlogo de referencia de las cepas de actinomicetos estudiadas.
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5. JUSTIFICACION

A pesar de los ¢xitos en la Sistemdtica Bacteriana, aun no se ha alcanzado el consenso para definir
“especie bacteriana”. Los bacteridlogos dicen que la diversidad de microorganismos csta organizada
en clusters diserctos fenotipicos y genéticos y que estan separados por amplias diferencias y a cstos
se les ha llamado especies (Sneath, 1985). Sin embargo, hay que reflexionar si la especie debe ser
considerada por sus caracteristicas especificas tanto desde ¢l punto de vista genético como

ecoldgico o evolutivo.

A partir de 1980, los cambios en el listado de especies de los actinomicetos ha aumentado
principalmente en los géneros Nocardia, Actinomadura, Rhodococcus y Streptonmyces (L.LPSN,
2016), esto ha demostrado Ia gran heterogencidad entre las especies ya conocidas, por lo que se han
realizado diversos estudios tratando de separar a éstas bacterias. y aprovechando la tecnologia

reciente, de acuerdo a sus diferencias mas sutiles.

Encontrar una nueva metodologia que permita identificar a los actinomicetos a nivel de especic es
de gran importancia, ademas de que debe ser reproducible en laboratorios clinicos, pues de eso
depende un diagndstico oportuno y tratamiento eficaz en clinica veterinaria y humana; también
permite el descubrimiento de nuevas moléculas activas que ayuden en la biotecnologia o la creacion
de control biologico en agricultura; entre otras actividades. El conocer nuestro entorno microbiano

ayuda a sacarle provecho a las bacterias bien conocidas.
Por lo anterior e¢s importante cumplir con los objetivos de la taxonomia: descubrir, describir y

clasificar la diversidad de los organismos vivos (Logan y Berkeley. 1984). Asi se podra aprovechar

la informacion recolectada para estudios o aplicaciones tecnoldgicas posteriores.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Diseiio del estudio
Tipo de estudio: Descriptivo, prospectivo parcial, transversal y observacional
Unidad de estudio: 51 cepas de actinomicetos donadas por el Instituto de Diagnostico y Referencia

Epidemiologica (InDRE).

I:tapas del estudio:

Pruebas fenotipicas

2. Prucbas genotipicas y filogenéticas
3. Anadlisis taxonémico
4. Creacion de un catdlogo (anexo a la tesis)

6.2 Condiciones de crecimiento de las cepas

El medio de cultivo es una mezcla de nutrientes necesarios para permitir en condiciones favorables
de pH. temperatura, humedad y oxigeno el crecimiento de las cepas de estudio. ademés de estar
libre de todo microorganismo contaminante. Un medio de cultivo adecuado para la investigacion
microbiologica debe contener por lo menos, carbono. nitrogeno. azufre, fosforo y sales inorganicas.
Iin ocasiones seran necesarias ciertas vitaminas y otras sustancia inductoras del crecimiento; con ¢l
fin de tener las sustancias adecuadas para ejercer de donantes o captadores de electrones para las

reacciones quimicas que tengan lugar.

Nocardia generalmente crece cn la mayoria de los medios de laboratorio, crecen lentamente, en
especial si se encuentran en medios no selectivos, son estrictamente acrobios y tienen la capacidad
de crecer a diferentes temperaturas. La mayoria de las bacterias patogenas, como las utilizadas aqui.
requicren nutrientes complejos similares en composicion a los liquidos orgénicos del cuerpo
humano; por eso, la base de muchos medios de cultivo es una infusion de extractos de carne y

peptona a la que sc afladiran otros ingredientes.

[.as cepas se sembraron para su reactivacion en medio de cultivo agar dextrosa Sabouraud (ADS).
(Bioxon 214700). a 37°C ¢n incubacién hasta su crecimiento (4-30 dias).

Agar Dextrosa Sabouraud:
40g  Dextrosa

Sg Peptona de carne
Sg Peptona de cascina
I5¢  Agar

L Agua
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Posteriormente se resembraron en medio sélido del mismo en cajas Petri con la téenica de “botén”™
para observar su crecimiento colonial y también en 50 mL de medio dextrosa Sabouraud en matraz
de 100 mL Erlenmeyer con agitacion a 200 rpm, para la realizacion de pruebas.

6.3 Pruebas fenotipicas

[l analisis fenotipico de las caracteristicas observables de una bacteria proporciona numerosos

rasgos que pueden utilizarse para la diferenciacion entre cspecies

a) Morfologia macroscopica: Se observd las caracteristicas de las colonias en forma de “boton™

y se anotaran las caracteristicas de color, forma, textura y tamafio.

Cuadro 4. Caracteristicas de la colonia que se describiran

Color Forma Textura Tamaiio
Blanco Plana
Crema Redonda Elevada Chica
Amarillo Estrella .
. Rugosa Mediana
Anaranjado Irregular
. Suave Grande
Rojo Dura
Café
b) Morfologia microscopica: Se realizo la tincion de Gram para basqueda de caracteristicas

especiticas en un microscopio Leika mod. 1349521X.

Cuadro 5. Caracteristicas de la célula que se describiran

Forma de la célula Tipo de Gram
Cocos . -
. Gram-positivas
Bacilos Gram-negativas
Hifas
) Pruebas bioquimicas: Las cepas en medio liquido se utilizaron para las pruebas bioquimicas

automatizadas y estandarizadas API® 20E. API® 50C11. API® 20NE y API® ZYM del laboratorio
bioMéricux®; y para sensibilidad a antibioticos. dando un total de 134 pruebas.

Cada prueba se realizo de la siguiente manera:
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API1 20E

1. Se agregd agua destilada en los alvéolos para crear un ambiente hiimedo.
2. Se agregd la suspension bacteriana con referencia a 1 de meFarland en los tubos de la galeria
evitando formar burbujas al fondo del tubo.
* Para las prucbas CIT, VP y GEL se llené el tubo y la ctipula.

* Paralas demas pruebas se 1lend solo los tubos.

¢ Para las prucbas ADH, LDC. ODC, H2S y URE se llen6 la ctlipula con aceite de parafina

para crear un ambiente anaerobio

/ﬁ// Parafina liquida

3. Secerro la cdmara e incub6 a 37°C por 7 dias.

4. Se realizo la lectura cada 24 horas ¢ interpretd de acuerdo con la Tabla del instructivo.

¢ Se agregd una gota de reactivo TDA a la prucba TDA. Un color rojo-marron indicod
positivo.

* Se agregd una gota de reactivo JAMES a la prueba de IND. Un color rosa indicé positivo.
Esta prucba se realizé al final por posible desprendimiento de gases.

* Se agregd una gota de reactivo VP! y VP2 a la pruecba VP y esperamos 10 min. Un color
rosa-rojo indicé positivo, si aparece 10 minutos después es negativo.

5. Las pruebas que no sc encuentraron bien definidas se incubaron 24 horas mas y posteriormente
se realizo la lectura sin agregar nuevamente los reactivos.
¢ En los ensayos complementarios (reduccion de nitratos y nitritos y formacion de
nitrégeno). Sc agregd una gota de reactivos NIT1 y NIT2 en la prucba GLU y esperamos
de 2a 5 min.
e Un color rojo indicé positivo (NO2).
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* Un color amarillo o presencia de microburbujas indicé negativo (N2) y se agregd de 2 a 3
mg. de Zinc en la prueba GLU y esperamos 5 minutos; amarillo indico positivo (N2) si

cambio a naranja-rojo indicd negativo (NO»).

RN 111
i Figura 8. Resultados
L LT L R el
API150 CH

o N o W

Se agregd agua destilada en los alvéolos para crear un ambiente hiamedo.

Se realiz6 una suspension de turbidez igual al patron 3 de McFarland y anotar ¢l ndinero de
gotas utilizadas.

Se us6 una ampolla de AP 50CHB/E Medium para inocular con dos veces el ntimero que gotas
de la suspension anterior.

Se agregd la suspension bacteriana ci los tubos de la galeria evitando formar burbujas al fondo

del tubo.

Se cerr la cdmara e incubé a 37°C por 7 dias.

Se realizo la lectura cada 24 horas ¢ interpretd de acuerdo con la Tabla del instructivo.
Un color amarillo y negro para esculina (tubo 25) indico positivo.
Las pruebas que no se encontraron bien definidas sc incubaron 24 horas mas y posteriormente

se realizo la lectura.

Negativo Positivo

Ll

Figura 9. Resultados
negativos y positivos de
la prueba API 50CH.

awﬁ’lm

USRI SUT S S
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APIZYM

1. Seagreg6 agua destilada cn los alvéolos para crear un ambiente hamedo.
2. Se afiadid de la suspension bacteriana de 6 de patron de turbidez de mcFarland 65 microlitros

por ctpula evitando formar burbujas al fondo del tubo.

Se cerrd la cdmara e incubo a 37°C por 24 horas.
Se realizd la lectura e interpretd de acuerdo con la Tabla del instructivo.
Se afiadi6 una gota de reactivo ZYM A (tensoactivo) y reactivo ZYM B en cada cipula.

S W

Las pruebas que no se encontraron bien definidas se incubaron 24 horas mas y posteriormente

se realizé la lectura.

o 10008080000 00008

API 20NE

1. Se agrego6 agua destilada en los alvéolos para crear un ambiente himedo.
2. Se rellenaron los tubos de NOs; a PNPG con la suspension bacteriana de patron 0.5 de
McFarland

* Se transfirieron 200 microlitros de la suspension Mecl-arland en la ampolla APl AUX
Medium
* Se rellenaron los tubos y ctpulas desde GLU a PAC.

* Se rellenaron con aceite de parafina los ensayos GLU, ADI1 y URE para crear un ambiente

anaerobio.
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3.

Se cerrd la camara ¢ incubd a 37°C por 7 dias.

4. Serealizd la lectura cada 24 horas y se interpretd de acuerdo con la Tabla del instructivo.

+ Se anotaron los resultados de los ensayos convencionales (GLU, ADH, URE, ESC, GEL y
PNPG).

+ Se aiiadi6 una gota del reactivo NITI y NIT2 ¢n la cipula de NOs. Después de 5 min un
color rojo nos indicé positivo. Si fue negativo, se agregd 2-3 mg de reactivo Zn en la
cupula de NO; Después de 5 min incoloro indicé positivo, un color rosa-rojo indicod
negativo

» Se afiadié una gota de reactivo James en TRP. un color rosa en toda la cipula indicod
positivo (solo s¢ deben leer 24 horas después).

* En los ensayos de asimilacion una cipula turbia indico positivo.

Las pruebas que no se encontraron bien definidas se incubaron 24 horas mas y posteriormente
se realizo la lectura. Antes de incubar se quité con una pipeta los reactivos de NO3 y TRP para
evitar la reaccién con otras prucbas.

La prueba de oxida se realizd poniendo una muestra de la colonia en papel filtro de 6mm y
posteriormente una gota de Oxidasa sobre la colonia. Después de 20 segundos se observo, un

color azul indicd positivo, incoloro indicd negativo.

L ) T — e L T
— e e it

Negative ' 1

Mmoot it e

i

Figura 11. Resultados
.o - ..o ..negativosy positivos de

o, .y DDl Tz onononE X ‘
Positive i "1"'. ) la pruecba API 20NE.

Ane, WK, ook Vs s al\‘u\‘/

Sensibilidad a antibiéticos

* (Cada cepa se sembrd en medio liquido Sabouraud hasta su crecimiento

» Posteriormente se agregd 1 mL de ése medio a una placa de ADS estéril.

¢ Se puso un disco de antibidticos para bacterias Gram positivas en la placa y se dejo incubar
hasta su crecimiento.

* Se marcd sobre la placa en donde se observé un halo de inhibicion.

* Se repiti6 la técnica utilizando un disco de antibiodticos para bacterias Gram negativas.
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6.3.1 Analisis fenotipico

1. Las bacterias por ser clasiticadas s¢ analizaron a través de un nimero grande de pruebas
bioquimicas y morfologicas. En seguida se cred una matriz de datos en el programa Excel
donde las propiedades positivas se registraron como “+" y las negativas como - como se

muestra en la siguiente figura.

Cuadro 6. Matriz de datos de las pruebas

bioquimicas
A B E ¥
| R R + i+
4 2 0+ - -+
n : :
= 3 + i+ + +
I e e
950 4 i+ - + -+
g . B .
3 LT S T A R U
5 6 - - 1+ i+ 4+ -
& 28 R R R +
g R
© 8 o+ i - + -
9 -+ -
0 - - + o+

2. Cada una de las cepas se compard con cada una de las restantes utilizando el programa NTSYS
(Numerical Taxonomy System) el cual hace lo siguiente: las propiedades entre cada par de
cepas en comparacion se les establecidé un valor numérico. las propiedades iguales en ambas
cepas tuvicron valor de “uno” y las propiedades que no fueron iguales tuvieron valor
*cero™ (Serrano y Sandoval, 2005).

Cuadro 7. Resultado posible
de una prueba
Cepa 1
+ -
+ a |

Cepa 2

I

0

- o o

» El grado de semejanza fue determinado por el cocficiente de similitud simple (Ssm).
2,Ssm= NUmero de caracteres compartidos X 100
Numero total de caracteres
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También puede expresarse como:

%Ssm= (Ya+3d) X 100
n

Donde Xa es el nimero de caracteres positivos (+) compartidos entre dos cepas, d es el nimero de

caracteres negativos (-) compartidos y n ¢l nimero total de caracteres.

* A partir del Ssm se realiza una matriz de similitud no jerarquizada que posteriormente se

organizard en grupos con basc en el Ssm mas alto. a esto se le denomina “Andlisis de

grupo”.

MATRIZ NO JERARQUIZADA
Coeticiente de similitud simple (Ssm)

11100
2{100 100
3| 100 100 100
® 4|15 15 15 100
< 5(15 15 15 100 100
o 6] 15 15 15 100 100 100 Se compara entre
w 7|15 15 15 100 100 100 100 on he
O 8|69 69 69 15 15 15 15 100 cepas con base en
9|69 69 69 15 15 15 15 100 100 su Ssm
10|76 76 76 7 7 7 92 92 100
1| 76 76 76 7 7 7 92 92 100 100
A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
CEPAS
MATRIZ JERARQUIZADA
Coeficiente de similitud simple (Ssm)
11100
2| 100 100
3] 100 100 100
W 10| 76 76 76 100
< 11| 76 76 76 100 100
o 8|69 69 69 92 92 100
Wi 9|69 69 69 92 92 100 100
O 7|15 15 15 7 7 15 15 100
6|15 15 15 7 7 15 15 100 100
s| 15 15 15 7 7 15 15 100 100 100
al15 15 15 7 7 15 15 100 100 100 .100
"4 2 3 10 118 9 7 6 5 a4
CEPAS

Figura 12. Matriz de semcjanza entre cepas dependiendo de su Ssm.

¢ Cada cepa sc extrajo de la matriz en ¢l nivel mds alto de similitud con cualquicr otra cepa

formado ntcleos (c/usters) de grupos, a esto se le llama “*dendrograma’™
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* El dendrograma final nos permite analizar los datos obtenidos con las pruebas bioquimicas
y resolver el problema de la clasificacion con basc en sus asociaciones o similitudes entre

miembros del mismo o diferente cluster:

PORCENTAJE DE SIMILITUD

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100°%

Cepa i

Cepa 3

e GEPA 5

| Cepa il

Cepa 8

Cepa 6

Cepa 9

Cepa 4

Figura 13. Ejemplo de dendrograma. Agrupacion de las cepas a partir

de las matrices jerarquizadas.

6.4 Pruebas genéticas y filogenéticas

El gen 16S rRNA es de aproximadamente 1500 nucledtidos, a partir de cuya secuencia sc puede
obtener informacion filogenética y taxondmica de los procariontas. Su secuencia se encuentra
altamentc conservada, presentando regiones comunes a todos los organismos, pero contienen
variaciones donde se concentran zonas cspecificas. La comparacion de las secuencias de los ARNr
16S (o de los genes que los codifican) permite establecer las relaciones filogenéticas existentes
entre los organismos procariotas. En microbiologia clinica la identificacion molecular basada en
ADNr 168 se utiliza fundamentalmente para bacterias cuya identificacion mediante otro tipo de

téenica resulta imposible. dificil o requiere mucho tiempo (Serrano y Sandoval. 2005).

Extraccion de ADN: Se llevo a cabo la extraccion del ADN siguiendo el protocolo especificado por
el fabricante del kit Promega Wizard® del laboratorio Genomic.

« Se resuspendio ¢l boton de células con 480 ul. de EDTA 0.5 M
« Se adiciond 120 L de lisozima y mezceld cuidadosamente.
o La muestra s¢ incubd a 37°C por 1 hora, se centrifugd a 14000 rpm durante 2 minutos y

removid el sobrenadante.
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600 pL de solucion de lisis nuclear de paquete de purificacién de ADN se agregd y mezcld.
Se incubd a 80°C durante 5 minutos y se dejo enfriar a temperatura ambiente

Se adiciond 3 pL de solucion de RNAsa y mezcld por inversion del tubo por 3 veces.

Se incubd ¢l tubo a 37°C por 1 hora, se dejo enfriar a temperatura ambiente.

200 pL de solucidon de precipitacion de proteinas se afadid y agitd con vortex
vigorosamente durante 20 segundos.

Se incubd la mezcla en hielo durante S minutos.

Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm por 3 minutos y tranfcri el sobrenadante a un
tubo eppendort de 1.5 mL limpio y estéril el cual contenia 600 pL de isopropanol

Después se mezeld suavemente hasta que se observo la formacion de hebras de ADN.

Se centrifugd a 14000 rpm durante 2 minutos

Fue drenado cuidadosamente el tubo en papel absorbente, se adiciond 600 pL de etanol al
70% y agit6 varias veces ¢l tubo delicadamente cuidando no despegar el pellet de ADN.

Se centrifugo a 14000 rpm durante 2 minutos, se elimind cuidadosamente ¢l etanol y se dejo
secar al aire de 10 a 15 minutos.

Finalmente, se agregd 100 pL de solucidn de rehidratacion y fue colocado en refrigeracion a

4°C por una noche.

b) Amplificacion del gen 16S rRNA: Lsta técnica se utiliza para conocer el género y especic de

bacterias, debido a que estd distribuido universalmente entre éstas. es estable, conservado y tiene

una longitud adecuada (Clarridge, 2004). Para recalizar la identificacion de los microorganismos se

utilizaron los sigutentes “primers” o cebadores universales.

2711 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
1492r: 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3" (Land et al, 1991).

1. Lapreparacion parala PCR fuc:

14.3 L de 11O

2.5 pl. de Bufter

2.5 pl. de cada primer

0.2 uL de Taq Polimerasa (laboratorio Biol.inc)
3 uL de ADN

2. Las condiciones del ciclo térmico para la amplificacion del gen 16S rRNA fueron las siguientes.

Pre-desnaturalizacion por S minutos a 94°C.
Desnaturalizacion por | minuto a 94°C.
Alineamiento del cebador por 30 segundos a 59°C
Amplificacion por | minuto a 72°C.
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* Elongacién por 10 minutos a 72°C

* 30ciclos

3. Los fragmentos amplificados fueron observados mediante una electroforesis en el gel de agarosa
al 1%

¢ Sepeso la agarosay se midio el volumen correspondiente de solucion TAE 1X.
colocandolos en un matraz Erlenmeyer de 250 mL.

* Se fuc agitando suavemente y sc calentd en el horno de microondas por aproximadamente
40 segundos hasta la disolucién de todos los solidos.

* Se armo la cdmara de electroforesis horizontal y se agreg6 la agarosa sobre el molde, se
dejo solidificar la agarosa y se retird cuidadosamente el peine.

e Setomo 5 pl. de muestra y se mezceld con el buffer de carga colocando la mezcla en los

pozos de la cdmara cuidadosamente.

* Se coloco 3 plL del marcador de peso molccular (300-10000 pb, Trading New
Technologies).

e Se cerrd la camara de electroforesis y se programa a 120 Volts y 300 pAmperes por 30
minutos.

* Colocamos el gel de agarosa en la cdmara de tefido que contiene una solucion de bromuro
de etidio (Briit), durante 40 segundos.

* Se transfirié el gel a la plancha del fotodocumentador. colocando la tapa y encendiendo la
luz UV y la cdmara fotografica.

¢ Capturamos la imagen y guardamos ¢l archivo.

4.  Los tragmentos amplificados fueron enviados al servicio de secuenciacion Macrogen en
Maryland, Estados Unidos.

S. Identificacion de especics: Las secucncias obtenidas se analizaron y editaron con ¢l programa
BioEdit (Biological sequences alignment version 7.2.5). Una vez corregidas las secuencias se
generaron secuencias consenso las cuales se compararon en las bases de datos: EzTaxon y GenBank
BLAST del NCBI, y asi se realizo la identificacion de las cepas.

6.4.1 Analisis filogenético

En el andlisis filogenético, se estudia la historia evolutiva de un grupo de organismos. Como
carecemos de un conocimiento directo del camino seguido por la evolucién, la premisa es que las
bacterias estan rclacionados por la herencia, y que la secuencia de un genoma bacteriano es
un registro explicito de los ancestros de dicha bacteria. Como la evolucion es un proceso de
herencia del cambio nucleotidico, analizar las diferencias ¢n la secuencia de ADN de distintas

bacterias debe permitirnos reconstruir su historia filogenética (Madigan e al., 2009).
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1.Analisis filogenético: Se obtuvicron secuencias del GenBank del NCBI (Benson et al., 2008)
correspondientes a los géneros y especies con las que las cepas a identificar presentaron los
porcentajes mas altos de semejanza. Se realizé un alinecamiento multiple de todas las secuencias con
el programa Biokdit (Hall. 1999; 2011).

Cuadro 8. Ejemplo de alineamiento de las secuencias.

ORGANISMO SECUENCIA
Cepa ] CGARTCGCCTGACTGARTCGG
Cepa | CGATTCGCCTGACTGAGTCGG

« Se construy6 el arbol filogenético por el método de méxima parsimonia con el programa
MEGA (versién 6.0) (Kumar et al, 2008). El método de maxima parsimonia e¢n la
reconstruceion filogenética tiene como objetivo la bisqueda e identificacion de un posible
arbol filogenético que requiera el menor nimero de eventos evolutivos. Los datos que sc¢
utilizan s¢ rccogen cn ung matriz que pucde estar formada por secuencias de ADN

previamente alincadas

Se utilizan las siguientes ecuaciones.
D’: nIn [n/(n-D)]

Donde D son las diferencias en # sitios. sirve para calcular el nimero de cambios posibles en los

nucléotidos (Margoliash y Smith, 1965).

Koue= -3(3/4)In[1.0-(4/3)1]

Esta ecuacion calcula la velocidad de nucledtidos sustituidos, donde X ¢s la fraccion de diferentes
residuos (Hori y Osawa, 1979). Estas correcciones ticnen un mayor nimero de cambios cstimados

que cambios obscrvados ¢ intenta contar la variacion de las secuencias no obscrvables.
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Cuadro 9. Estimacion de la distancia evolutiva

Distancia evolutiva Distancia evolutiva
correcta
Cepal ———>Cepa2 0.25 0.30
Cepal ———>Cepa3 0.33 0.44
Cepal ——— > Cepad 0.42 0.61

« La estimacion de la distancia de las ramas en el drbol se estima con el método de Neighbor-
Jjoining: Es un método basado en que el mejor arbol es aquel que minimiza la longitud de las
ramas internas. Para ello, a partir de un drbol en estrella, se determina la pareja de secuencias mas
cercanas y se unen mediante un nodo interno. Este proceso se repite con el resto de secuencias
hasta que quedan todas unidas por nodos internos que minimizan la longitud de cada una de las
ramas internas, aunque no se asegura una longitud minima global. Con este método se obtiene un

arbol no enraizado y aditivo, en el que la longitud de sus ramas indica cambio evolutivo (Serrano
y Sandoval, 2005).
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

El estudio de cepas de actinomicetos es de gran importancia en diferentes ambitos, el conocimiento
general de éstos microorganismos aclara el panorama a la hora de ser utilizados en diferentes

estudios.

El principal objetivo de este proyecto fue realizar una correcta identificacion taxonomica de 51
cepas mediante téenicas fenotipicas y moleculares actuales y precisas, éstas cepas anteriormente
habian sido identificadas con cinco pruebas bioquimicas y se pretendido comparar los métodos de

identificacion tradicional con el moderno.

El historial de cada cepa es imprescindible obtenerlo, a pesar de tener especies iguales de diferentes
aislados, podemos encontrar diferencias en las pruebas rcalizadas y esto podria explicarse si
estudiamos también el habitat de donde se obtiene. Las cepas de suelo, agua. infecciones animales o
humanas estan expuesta a diferentes sustratos ¢ intcracciones con otros organismos, por lo que su
adaptacion a ¢sos ambientes puede determinar su variabilidad metabélica. Las cepas de este estudio
son de origen clinico, sin embargo, sus caracteristicas incluso de infeccidén son diferentes. No se
estudi6 su mecanismo de patogenicidad, pero la informacion obtenida sobre el tipo de infeccion y el

tipo de pacientes nos ayuda a conocer mejor a la bacteria.

A pesar de no ser la Unica encontrada como agente patdgeno, N. brasiliensis sigue siendo la que
encontramos con mayor frecuencia en casos clinicos, de las 51 cepas, 32 cepas (62.74%) son de ésta
especie, seguida por N. asteroides con 8 cepas identificadas (15.68%) por lo que se cree son las que
tienen mayor capacidad de infectar o las que se encuentran en mayor concentracion en el ambiente,

En la grafica podemos observar ¢l ndmero de casos de cada especie encontrada,
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Grafica 3. Numero de especies encontradas en las cepas de estudio.
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N. wallacei es una especie poco frecuente en infecciones, y al ser reciente su identifica cién, no se
conoce ampliamente, en este estudio se encontré en un paciente con VIH, por lo que sigue un
patrén de infeccion. como indica la literatura, se ha encontrado principalmente en pacientes
inmunocomprometidos como e¢s éste caso. Ademas, en la revision, se buscaron infecciones de éste
tipo y encontramos que es el primer caso en nuestro pais por ésta bacteria, éste hallazgo cambia en
primer lugar, la epidemiologia de nuestro pais, pues hasta hace pocos afios, las infecciones de
actinomicetos se le atribuian a N. brasiliensis, pero ya se sabe que también es provocada por otras
especies aunque han sido menos reportadas, y ahora también se lo podemos atribuir a N. wallacei
cuando tratamos a una poblacion en especifico, como son los pacientes con VIH, pacientes con
tabaquismo o alcoholismo entre otras enfermedades (Conville e al., 2008; Hamid et al., 2013;

Cooper et al., 2014; Rajagopal et al., 2016).

Por otra parte, ¢l crecimiento de nuestras cepas, asi como de la mayorfa de los actinomicetos es muy
lenta, las cepas crecieron en un periodo de 15 a 45 dfas, es un problema, ya que al tenerlas en
incubacién a 37°C ¢l medio de cultivo empieza a deshidratarse antes de que la cepa empiece a
crecer; una alternativa es usando placas de medio s6lido muy gruesas o usando mayor cantidad de

medio liquido de lo usual.

Debido a su crecimiento lento, hay que prestar atencion a la contaminacion que crece mas rapido y
que puede presentarse por la manipulacion de las cajas Petri; antes de empezar las pruebas hay que
estar 100% seguros de que las cepas se encuentran en estado puro. El crecimiento de los
actinomcietos es uno de los principales motivos por to que éstas bacterias no son muy utilizadas
para su estudio comparado con otras bacterias, pues hay que esperar tiempo prolongado para su
manipulacion en cada prueba, pues siempre hay que utilizarlas en estadio temprano, también

llamado estadio log.

En la vista microscOpica pudimos observar que todas las cepas son células Gram positivas, es decir,
que se tifien de color violeta 0 morado con la tincion de Gram, caracteristicos de todos los
actinomicetos debido a la composicion de su pared; las nocardias crecen en forma de hifas
produciendo un micelio. algunas tienden a fragmentar en formas cocobacilares mientras envejece la

colonia.

En dos cepas sc observé que el crecimiento fue en forma de cocos, pero €sas cepas fueron
identificadas como el género Rhodococcus, lo cual se entiende en su forma tanto microscépica
como macroscopica. Anteriormente. los actinomicetos eran confundidos con los hongos ya que son
muy similares al microscopio, desde su tincion hasta la forma de sus hifas, por eso. en muchos

casos de infeccion ¢l tratamiento era un antifiingico, lo que provocaba la cronicidad de la infeccion.
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Fotografia microscépica

Figura 14. Microscopia dc cepas de Nocardia brasiliensis. Todas
las células tienen un crecimiento en forma de hifas.

Figura 15. Microscopia de cepa de
Rhodococcus rhodochrous. Las células tienen
un crecimiento en forma de cocos.
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En la vista macroscopica se utilizé un solo medio de cultivo para que no hubiera diferencias en los
nutrientes que permitieran polimorfismo en las colonias. Pudimos observar mucha variabilidad, no
s6lo en la comparacion entre cepas de diferentes especies; también encontramos variabilidad entre
colonias de la misma especie. Para N. cyriacigeorgica, N. veterana y N. wallacei s6lo hubo una
cepa identificada de cada especie por lo que no se pudo determinar si existe un patrén de
crecimiento. En N. otitidiscaviarum se¢ observd que las cepas eran muy similares entre si, sin
embargo también encontramos que eran muy similares con otras especies. En cuanto a N
brasiliensis, N. asteroides y N. farcinica fueron los grupos con mayor nimero de cepas, pero que su
crecimiento colonial no era un patron que pudiera guiarmnos para su identificaciéon debido a su
variabilidad, al igual que las dos cepas de Rhodococcus. Una caracteristica que es similar entre
todas las cepas es el color de la colonia, en el crecimiento temprano encontramos que el color es
amarillo o anaranjado claro en todas las cepas; sin embrago, sucle cambiar a anaranjado sucio,
morado y café mientras envejece la colonia; también suelen obtener una superficie de aspecto
polvoso de color blanco que es ¢l micelio aéreo de las colonias. Por lo anterior, no podemos usar el
aspecto colonial como patréon de identificacion. las siguientes fotografias fueron de cepas

identificadas como N. brasiliensis.

Fotografia macroscdpica

Figura 16. Crecimiento colonial de cepas de Nocardia brasiliensis. Se
observan diferencias en color, forma y textura, a pesar de la misma
especie.
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Las pruebas bioquimicas nos permitieron conocer ampliamente a las cepas de estudio, con 130
pruebas pudimos conocer sus necesidades nutricionales, actividad enzimatica, metabolismo de

fermentacion, reduccion u oxidacion y sensibilidad o resistencia a antibidticos.

Las pruebas automatizadas utilizadas son especialmente para la identificacion de enterobacterias, y
generalmente se usan en los laboratorios clinicos; por lo que debimos cambiar algunos parametros
para las necesidades de los actinomicetos. La solucion McFarland que se utilizé se cambi6 a una
concentracion mayor a la especificada en el instructivo debido al crecimiento lento de la bacteria,
pues suponemos que al aumentar la concentracion de la suspension, utilizamos mayor niimero de
células jovenes que permiten utilizar los sustratos de cada pocillo; por otra parte la lectura no se
podia hacer inicamente en 24 horas como se indica, ya que a ese tiempo todavia no hay crecimiento
de nuestras bacterias. Sin embargo, la lectura se hizo cada 24 horas durante 7 dias, para poder

determinar la lectura correcta.

Figura 17. Ejemplo de las galerias. Resultado de las cuatro pruebas bioquimicas

automatizadas a72 horas de su realizacion ¢ incubacion.

Establecimos que el tiempo optimo de lectura cs a las 48, 72 y 96 horas, pues a esos tiempos, las
bacterias jovenes en crecimiento comienzan a utilizar los sustratos. A 48 y 72 horas hubicron
minimo 3 pruebas positivas que determinan el momento en que las bacterias comienzan su
metabolismo y a utilizar los nutrientes, 96 horas es el tiempo extra que se da para los nutrientes de
dificil o lenta asimilacion, si hiciéramos la lectura después de 96 horas, observamos que los
reactivos como el rojo de fenol (en la prueba API SO0CH) comienzan a deteriorarse y en los pocillos
observamos cambios de color de falsos positivos. También determinamos que la prueba APl S0CH
no es util para identificacion de nocardias de forma rutinaria en laboratorios de diagnéstico, pues de
las 49 prucbas, Unicamente la prucba de Esculina (prucba 25) da positivo para todos los

actinomicetos empleados, y las demas pruebas dan negativo en més del 90% de los casos; ademas,
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la prueba de esculina también se encuentra en la AP1 20NE, por lo que podemos desechar [a API
S0CH para evitar pérdida de dinero y tiempo.

Las pruebas de sensibilidad a antibiéticos nos ensefié que la sensibilidad es importante al momento
de combatir a una especie especifica, sin embargo, la sensibilidad también cambia de cepa en cepa
(hay diferencias entre cepas ambientales y clinicas). y ésta prueba es importante realizarla siempre
que se trate de un diagnostico clinico, pues la cepa cs resistente a antibidticos dependiendo del lugar
donde es aislado o si el paciente ha sido expuesto a un antibiotico, no siempre es confiable los
resultados de un laboratorio de referencia. pues la resistencia se debe a muchos factores a los que

estd expuesta cada cepa, como se ha visto en estudios anteriores y en la experiencia.

Figura 18. Ejemplo de la prueba de sensibilidad a antibidticos. Los halos de inhibicion representan

la sensibilidad de la cepa a ¢l antibidtico que se encuentra en el disco blanco.

Gracias a la realizacion de 130 pruebas bioquimicas automatizadas realizadas a 51 cepas, podemos
realizar un nuevo patron de identificacion a partir de las pruebas del laboratorio BioMérieux para
nocardias, asf como estd establecido para las enterobacterias; ésta propuesta ayudaria a los
laboratorios clinicos. evitando tiempo prolongado en la realizacion de diversas prucbas, también
evitaria confusiones en el diagnostico y tratamiento. Ademas, podemos comparar todos los
resultados y establecer una nueva metodologia que se utilice rutinariamente en laboratorios para
identificacion, que incluya pruebas diferentes a las usadas actualmente que pretendan ser mas
especificas y poder separar entre especies de este género. Queda como un estudio posterior para se
analizado con detenimiento.

Las pruebas bioquimicas también nos sirven para hacer un dendrograma que agrupe a las cepas con
caracteristicas similares y nos ayudan a nombrarlas gracias a bases de datos especiales para esto.
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Analisis fenotipico de las cepas de actinomicetos de la
coleccion del Laboratorio de Produccion de Bioldgicos

N.b(4167)
N.be(4016)
N.be(4069)
N.b{4081)
N.b(4026)
N.be(4279)
N.be(4015)
N.as(4418)
N.as(4407)
N.b(4051)
N.b(4025)
N.o{4420)
N.b(4057)
N.b{4078)
N.b(4053)
N.b{4141)
N.b(4113)
N.b(4038)
N.b{4134)
N.b(4002)
N.b{4106)
N.b(4175)
4307
N.bs(4208)
N.be(4261)
N.b(4029)
N.b{4047)
N.be(4231)
4428
N.b{4037)
N.b(4099)
N.as(4464)
N.a#(4437)
N.b(4125)
N.b(4028)
N.c{4772)
N.1{4406)

I N.{4315)
N.\{4615)
L e
N.a+(4409)
N.{4605)
— N.as(4403)
N.be(4060)
N.b(4004)
N.o(4613)
— R.{4086)
L— R.{4085)
N.wWMIC-SIDA’
N.b(4048)
N.b(4139)

N.a: Nocardia asteroides

N.b: Nocardia brasiliensis
N.c: Nocardia cyriacigeorgica
N.f: Nocardia farcinica

N.o: Nocardia otitidiscaviarum
N.v: Nocardia veterana

N.w: Nocardia wallacei

R.r: Rhodococcus rhodochrous
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COEFICIENTE DE SIMILITUD SIMPLE

Figura 19. Dendrograma realizado con el programa NTSYS. Podemos observar

la agrupacion de las cepas dependiendo de su similitud con base en las 130 pruebas bioquimicas.
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Las pruebas bioquimicas nos sirven como base para la realizacion de estudios posteriores, por
ejemplo, si necesitamos una cepa que utilice un hidrocarburo como nutriente nos sirve para
remediacion ambiental. o si necesitamos una cepa que produzca un metabolito o una enzima
especifica para combatir una plaga o generar un antibidtico u otro proyecto biotecnolégico, o si
queremos conocer la epidemiologia o epizootiologia; basta con abrir un catalogo de referencia para

escoger una o varias cepas que nos ayuden a nuestro objetivo.

La tabla de los resultados completos obtenidos en las pruebas bioquimicas APl y sensibilidad a

antibidticos se¢ incluyen en los anexos.

La prueba molecular 16S rRNA ¢s muy importante en la taxonomia de procariontes, teniendo una
cepa pura se puede conocer su secuencia que nos sirve para compararla con otras secuencias y asi
podemos darle un nombre para ubicar esa cepa en su respectivo taxon. Es un método rapido y muy
preciso para identificar una bacteria, ademds podemos conocer la composicion del ADN y saber el

porcentaje de nuclednidos que la conforman.

Nuestras bacterias demostraron tener alto porcentaje de guanina y citocina, caracteristico de los
actinomicetos. Ademdas metimos las secuencias en dos bases de datos diferentes y comparamos los
resultados. Las 3 cepas identificadas en BLAST como N. farcinica, fueron nombradas como N.
kroppenstedtii en NZTaxon, por lo que entramos en un problema de resolucién, pues la diferencia
de similitud en menor al 1% entre las dos especies en cada cepa haciendo que la diferencia sea de
menos de 5 nucledtidos; al final se nombraron como N. farcinica, ya que la otra especie sigue en
estatus de revision como especie nueva, sin embargo. serfa conveniente hacer uso de otro gen para
comparar las cepas y determinar si existen diferencias en su genoma que pudiera abrir un nuevo

cluster.

Por otra parte la cepa 4002 dio una identificacion como N.brasiliensis en BLAST y como N.
altamirensis en NZTaxon, la diferencia fue de 0.31% lo que representa 1 nucledtido de diferencia,
al final se nombré como N. brasiliensis pues nos ayudamos de un arbol filogenético para ver que la
cepa se agrupaba con otras cepas de ésa especie. En todas las demds cepas hubo concordancia con
ambas bases de datos. ademas todas s¢ pudieron identificar hasta nivel de especie, algo que muchas
veces no se puede hacer solo con pruebas fenotipicas. Para el caso de las cepas 4085 y 4086 la
prucba molecular sirvié para confirmar que son del género Rhodococcus, pues aunque la morfologia
colonial y celular mostraban que eran muy diferentes a las demds y podia tratarse de otro género, la
identificacion anterior que era tradicional la habia identificado como Nocardia sp. Esta prueba es
muy 0til en el diagndstico rapido. sin embargo, es mas costosa que las pruebas bioquimicas
tradicionales y se nccesitan téenicos capacitados para su empleo. Ademnds, las secuencias de
nuestras cepas fueron enviadas y aceptadas en la base de datos del GeneBank, por lo que cualquier
persona en el mundo puede acceder a ellas y utilizarlas como comparacioén o revision con otros
estudios.
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En la siguiente tabla se muestra la identificacién anterior con las pruebas tradicionales y la

identificacién molecular realizada en este estudio.

Cuadro 8. Identificacion previa y actual de las cepas de estudio

CLAVE ANTECEDENTES IDENTIFICACION MOLECULAR
DE CEPA| HISTORIA |IDENTIFICACION ‘ CLAVE EN
CLINICA ANTERIOR BLAST EZTAXON | GENEBANK
— . e Nocardi Nocardia altamirensis
4002 Talon Nocardia brasiliensis bmsiﬁgz;];‘;g% < 199. 3 1,%7 KP025756
SIN Nocardia Nocardia
4772 SIN REGISTRO IDENTIFICACION | eyriacigeorgica 99% cyrlaczge:;lglca KP025742
99.53%
Lesion en la SIN Nocardia farcinica Nocardia
8IS | egidnaxilar | IDENTIFICACION 100% kroppenstedtii 99.84% | KP025714
SIN IDENTIF!- Nocardia Nocardia brasiliensis <
4141, | SINREGISTRO CACION brasiliensis 99% 99.85% KP025732
- o . Nocardia farcinica Nocardia
4406 SIN REGISTRO | Nocardia asteroides 999 kroppenstediii 99.25% KP025746
4615 | SINREGISTRO | Nocardia asteroides | 0‘”"";‘;;: ferana | N "C";‘g%;‘j/f"”"" KP025729
. L Rhodococcus Rhodococcus
4086 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis hodochrous 9% | rhodochrous 99, 78% KP025709
. I Rhodococcus Rhodococcus
4085 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis rhodochrous 99% | rhodochrous 99.41% KP025711
S . Nocardia farcinica Nocardia
4605 SIN REGISTRO | Nocardia globerulata 9995 kroppenstedtii 99.71% S/D
Nocardia N di
4420 SINREGISTRO |  Nocardia caviae otitidiscaviarum - oc‘qr‘m o S/D
999 otitidiscaviarum 99%
Nocardia Nocardia
4613 SIN REGISTRO | Nocardia erithropolis |  otitidiscaviarum otitidiscaviarum KP025741
99% 99.4%
MIC-SIDA| SIN REGISTRO IDENTI?:III(\]_‘ ACION Nocardia wallacet Nocardia wallacei S/D
. o . Nocardia Nocardia brasiliensis
4167 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis brasiliensis 9% 00 84% KP025743
4081 M. toraxico | Nocardia brasiliensis bl‘a;‘{.,‘;g:;f’s";g% i ”C”"g‘;";g‘;j liensis |y po2s737
. ) o Nocardia Nocardia brasiliensis
4057 M. en brazo Nocardia brasiliensis brasiliensis 100% 100% KP025735
. g Nocardia Nocardia brasiliensis
4125 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99 329 KP025749
- o g Nocardia Nocardia brasiliensis
4026 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99929 KP025748
M. en pierna e P Nocardia Nocardia brasiliensis )
4028 derecha Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99 199 KP025749
4134 | SINREGISTRO | Nocardia brasiliensis Nocardia Nocardia brasiliensis |y poys750
brasiliensis 99% 100%
- o S Nocardia Nocardia brasiliensis
4078 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99 399 KP025752
Y M. toraxico y g Nocardia Nocardia brasiliensis
4037 pulmonar Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99 779 KP025753
. . g Nocardia Nocardia brasiliensis <
4113 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99 789 KP025731
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M. toraxico y L Nocardia Nocardia brasiliensis <
4038 pulmonar Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99 795 KP025762
. . R Nocardia Nocardia brasiliensis
4106 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99 419 KP025760
; . . e Nocardia Nocardia brasiliensis
4029 M. en pie Nocardia brasiliensis brasiliensis 100% 99.55% KP025761
- g Nocardia Nocardia brasiliensis
4139 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99,939 KP025736
) e . I Nocardia Nocardia brasiliensis
4004 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99 62% KP025739
o Nocardia Nocardia brasiliensis
4047 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99.21% KP025730
. o Nocardia Nocardia brasiliensis
4053 M. en pie Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99.7% KP025740
o Nocardia Nocardia brasiliensis <
4175 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99.85% KP025733
4418 SIN REGISTRO | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides S/D
4414 SIN REGISTRO | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides S/D
4409 SIN REGISTRO | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides S/D
4403 SIN REGISTRO | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides S/D
SIN SIN SIN
4307 | SIN REGISTRO | [pENTIFICACION | IDENTIFICACION | IDENTIFICACION S/D
A, 17,
4261 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis b;\(?sijli'e’trl;;s Nocardia brasiliensis S/D
4208 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis b/Y"”.”,' 'dzq Nocardia brasiliensis S/D
rasiliensis
SIN SIN SIN
4428 | SINREGISTRO | |hENTIFICACION | IDENTIFICACION | IDENTIFICACION /D
4279 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis N ocar ‘dm. Nocardia brasiliensis S/D
brasiliensis
N, '
4016 M. en pie Nocardia brasiliensis b?:;;]i:;;jq’;s Nocardia brasiliensis S/D
4015 | SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis Nocardia Nocardia brasiliensis S/D
brasiliensis
4069 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis "'T’DC.H.I dm. Nocardia brasiliensis S/D
. brasiliensis
X . P Nocardia Nocardia brasiliensis
4051 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99 93% KP025744
4407 SIN REGISTRO | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides S/D
J i,
4048 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis \ ocar dm. Nocardia brasiliensis S/D
brasiliensis
4060 M. en pie Nocardia brasiliensis b?c:::i’e‘(yjzﬁs Nocardia brasiliensis S/D
. . o Nocardia Nocardia brasiliensis
4025 M. en pierna | Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99 929 KP025759
4231 SIN REGISTRO | Nocardia brasiliensis N ocdr diq Nocardia brasiliensis S/D
. brasiliensis
. g . Nocardia Nocardia brasiliensis
4099 M. en pie Nocardia brasiliensis brasiliensis 99% 99 3294 KP025757
4464 SIN REGISTRO | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides S/D
4437 SIN REGISTRO | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides | Nocardia asteroides S/D
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El analisis filogenético agrupa a las cepas dependiendo de la similitud en su secuencia del gen 16S
RNA (u otros genes utilizados). El arbol filogenético que se realizo nos sirvio como ayuda en la
identificacion, como en el caso de las cepas que no pudimos nombrar facilmente, ya que las bases
de datos utilizadas nos arrojaban resultados diferentes. Ademas nos ayuda a saber ¢l camino
evolutivo de cada cepa, al ver agrupadas algunas cepas sabemos que éstas evolucionaron hacia el
mismo sentido y otras ubicadas en un grupo diferente evolucionaron en un sentido distinto y se ve
reflejado en las diferencias de nucledtidos cn su gen 16S rRNA. También observamos que algunos
especies se separaban a pesar de ser la misma, como ¢n ¢l caso de N. brasiliensis y N. farcinica
como se muestra en el arbol siguiente; pues pueden estar en grupos diferentes por la diferencia de
sus nucledtidos en su gen, sin cmbrago, no hay diferencias significativas para nombrarlas como

especie diferente.

A las cepas que fueron identificadas como Rhodococcus rhodochrous se agregaron en otro arbol
comparandolos con otras especies del mismo género para saber si se agrupaban entre si o se

agrupaban con especies diferentes, y lo que obtuvimos se observa en el arbol filogenético siguiente.

100 | X81928.1 Rhodococcus coprophilus ATCC 29080 T
KF410348.1 Rhodococcus coprophilus DSM 43347
KF410350.1 Rhodococcus zopfii DSM 44108
971X81934.1 Rhodococcus zopfii ATCC 51349 T
(4085) Rhodococcus rhodochrous
(442-07) Rhodococcus rhodochrous
(4086) Rhodococcus rhodochrous
(4075) Rhodococcus rhodochrous
X81921.1 Rhoococcus rhodochrous ATCC 271 T
100 x80624.1 Rhodococcus rhodochrous DSM 43274 T
AJ007400.1 Streptomyces somaliensis DSM 40267

55

36

Figura 20. Arbol filogenético de las cepas de Rhodococcus rhodochrous.
Se comparan nuestras cepas (4085, 4086) con cepas de referencia.
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X80591 1 Nocardia brasiiensis ATCG 19796 T
NR 074743.1 Nocardia brasiliersis ATCC 700358
GQ217498.1 Nocardia brasitiensis CDC WT503
X80608.1 Mocardia brasiiensis DSM 43758 T
4335 Nocardia brasiliensls
4337 Nocsrdia brasiiiensis
W43 Nocardia brasillensis
w324 Nocardia brasiifensls
(4048) Nocardia brasillenss
(447} Nocardia brasiilensis
|~ @49 Nocardia brasiiensis
- (4975) Nocardia brasiitensis
33| WosnNocardis brasifiensis
[ 7| wiswrocardia brastiensis
74| 187 Nocardia brasiliensis
{llﬂ!'n Nocardis brasiliensis
“OSTINocardia brasilienals

(4098 Nocardin brasiliensis
(4026) Nocardia bresiliensis

. 2 . - (6134) Nocardia bresiliensis
Figura 21. Arbol filogenético de las 74| | (so2e) Nocardia brasitiensia
cepas de Nocardia. Se comparan @ Nocardia brasiiensis
. [ 4025) Nocardis brasiliensis

nuestras cepas (en negritas) con s osarets rssilcnnts
cepas de referencia. (oot ocardia brasiliensis

(5306) Necardis brasiliensia
4113) Nocardia bresiliensis
(4057) Nocardia brastilensls
L w02ty Nocardta brasiliensis

14331) Nocardle brasiliensis

(4081) Nocardia bresifiensts
f— @153 Nocardia brasiilensis
wooa)Nocardis brasiliensis
(053 Nocardia brasitions!s
(s125)Nocardia brasiliensis
_9’4 (4078) Nocardia brasiiiensis

011) Nocardia bresitionsis
(258-03Wocardia brasiliensis
(6107)  Nocardia brasiliensis
(4108 Nocardia brasitiensis
@31y Necardia bresiliensis
i —”{umm Nocardhis bresiiensis
ELODB090.1 Nocardia atamirersis DSM 44987

DQ659908.1 Mocardia farcinica ATCC 3318
}» (4404) Nocardia farcinica
AF430033.1 Nocaria farcinica DSM 43665
#4406 Nocardia farcinica

— s

54 % (4904) Nocardia farcinica
4090y Nocardis Isreinics

@s1sy Naocardis farcinica
($089) Nocardia farcinica
L DG157924 2 Mocardia sp N12868
NR 041857.1 Nocardia cyniacigeorgica DSM 44484
EF127493.1 Nocardia cyracigeorgica ATCC 14759
] 4% Nocardta cyriacigeorgica
4304 Nocardia cyriscigeergica
“TIANocardis cyracigeorgica

NR 041874.1 Nocardra otitidrscaviarum DSM 43242
+NR 115838.1 Nocardia ofitidiscaviarum ATCC 14629
i 827 Nocardia othtidiscsviarum
,,,,,,,,, 14813 Nocardis otitidiscaviarum

—NR 115156.1 Noca-dha veterana DSM 44445
991 (4e15) Nacsrdia veterans

AJO0T400.1 Streptomyces somalien3is DSM 40267
——

Por ultimo, se realizé un catdlogo con todas las cepas utilizadas en el estudio en donde podemos
encontrar en forma de monografia las caracteristicas de cada una de las pruebas realizadas por cepa,
asi cumplimos con el objetivo de la taxonomia: obtener, analizar, resumir y organizar la

informacién de los organismos. Como ejemplo incluyo en la siguientes dos paginas la monografia
de la cepa 4772 (N. cyreacigeorgica).
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NOMBRE: Nocardia cyriacigeorgica
CLAVE:4772

*DESCRIPCION: *DESCRIPCION:

Colonias de color crema-anaranjado palido. Células Gram positivas.

Forma irregular, arrugadas y delgadas. Forma de hifas que tienden a fragmentar en
Textura suaves. formas cocoides.

*PRUEBAS MOLECULARES

IDENTIFICACION POR
16S rRNA CON BLAST: Nocardia cyriacigeorgica SEMEJANZA:_99%
CLAVE EN GEN BANK: KP025742

IDENTIFICACION POR
16S rRNA CON EZ TAXON: _Nocardia cyriacigeorgica SEMEJANZA:_ 99.53%

PRIMERS UTILIZADOS:  27f:5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
1492r:5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-'3

LONGITUD DEL

FRAGMENTO AMPLIFICADO: 1267 _pb

*PRUEBAS BICQUIMICAS

Pruebas automatizadas APl 50 CH del laboratorio bioMérieux son 49 ensayos bioquimicos que
estudia la fermentacion (produccion de acidos) de los hidratos de carbono y sus derivados.

Glicerol: Negativo Inositol: Negativo D-lactosa (origen bovino):
Eritritol: Negativo D-manitol: Negativo Negativo

D- arabinosa: Negativo D-sorbitol: Negativo D-melibiosa: Negativo
L-arabinosa: Negativo Metil-aD-Manopiranosida: D-sacarosa: Negativo
D-ribosa: Negativo Negativo D-trehalosa: Negativo
D-xilosa: Negativo Metil-aD-glucopiranosida: Inulina: Negativo
L-xilosa: Negativo Negativo D-melezitosa: Negativo
D-adonitol: Negativo N-acetilglucosamina: D-rafinosa: Negativo
Metil-BD-xilopiranosida: Negativo Almidon: Negativo
Negativo Amigdalina: Negativo Glicdégeno: Negativo

D-galactosa: Negativo Arbutina: Negativo Xilitol: Negativo
D-glucosa: Negativo Esculina citrato férrico: Gentiobiosa: Negativo
D-fructosa: Negativo Positivo D-turanosa: Negativo
D-mamnosa: Negativo Salicina: Negativo D-arabitol: Negativo
L-sorbosa: Negativo D-celobiosa: Negativo L-arabitol: Negativo
L-rhamnosa: Negativo D-maitosa: Negativo Gluconato potasico:
Dulcitol: Negativo Negativo
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Pruebas automatizadas API
ZYM del laboratorio
bioMérieux son 19 ensayos

Fosfatasa alcalina: Positivo
Esterasa (C4): Positivo
Esterasa lipasa (C8):
Positivo

Lipasa (C14): Negativo
Leucina arilamidasa:
Positivo

Valina arilamidasa: Positivo

bioquimicos que permite
detectar actividades

Cistina arilamidasa: Positivo
Tripsina: Positivo
a-quimotripsina: Positivo
Fosfatasa acida: Positivo
Naftol-AS-BI-fosfohidrolasa:
Positivo

a-galactosidasa: Negativo
R-galactosidasa: Positivo

enzimaticas de un extracto
complejo no purificado.

3-glucoronidasa: Negativo
a-glucosidasa: Positivo
R-glucosidasa: Positivo
N-acetil-R-glucosaminidasa:
Positivo

a-mannosidasa: Positivo
a-fucosidasa: Negativo

Pruebas automatizadas API 20E del laboratorio bioMérieux son 22 ensayos de asimilacion de

sustratos.

Ortonitrofenil-R-galactosido:
Negativo

Arginina: Negativo

Lisina: Negativo

Ornitina: Negativo

Citrato sodico: Negativo
Tiosulfato sodico: Negativo
Urea: Negativo

Triptofano (triptéfano
desaminasa): Negativo

Triptéfano (producciéon de
indole): Positivo

Piruvato sodico: Positivo
Gelatina de Kohn: Negativo
Glucosa: Negativo

Manitol: Negativo

Inositol: Negativo

Sorbitol: Negativo
Ramnosa: Negativo
Sacarosa: Negativo

Melibiosa: Negativo
Amigdalina: Negativo
Arabinosa: Positivo
Produccién de NO2:
Positivo

Reduccion al estado N2:
Positivo

Pruebas automatizadas APl 20NE del laboratorio bioMérieux son 9 ensayos convencionalesy 12

ensayos de asimilacion.

Nitrato potésico (reduccion
de nitratos en nitritos):
Positivo

L-triptofano: Negativo
D-glucosa: Negativo
L-arginina: Negativo
Urea: Negativo
Esculina-citrato férrico:
Positivo

Gelatina (origen bovino):
Negativo

4-nitrofenil-RD-
galactopiranosida: Negativo
D-glucosa: Negativo
L-arabinosa: Negativo
D-manosa: Negativo
D-manitol: Negativo
N-acetil-glucosamina:
Negativo

D-maltosa: Negativo
Gluconato potasico:

. Negativo
Acido caprico: Negativo
Acido adipico: Negativo
Acido malico: Negativo

_ Citrato trisodico: Negativo
Acido fenilacético: Negativo
Oxidasa: Negativo

El estuche de multidiscos BIORAD contiene los siguientes antibioticos.

Amikacina: Resistente
Ampicilina: Resistente
Carbenicilina: Resistente
Cefalotina: Resistente
Cefepime: Sensible
Cefotaxima: Sensible
Cefuroxina: Resistente

*DATOS DEL AISLAMIENTO:

Cetriaxona: Resistente
Cloranfenicol: Resistente
Dicloxacilina: Resistente

Eritromicina: Sensible
Gentamicina: Sensible
Levofloxacina: Resistente
Netilmicina: Sensible

Nitrofurantoina: Sensible
Pefloxacina: Resistente
Penicilina: Resistente
Tetraciclina: Resistente
Trimetoprim-Sulfametoxazol:
Sensible

Cepa aislada de paciente con micetoma en México. Sin identificacion previa.

*CONDICIONES DE CRECIMIENTO:
Sembradas en agar Dextrosa Sabouraud e incubada a 37°C hasta su crecimiento.

*CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO:
En criotubo con 1 mL de medio liquido de Dextrosa Sabouraud con 20% de glicerol y almacenada

a -20°C.
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8. CONCLUSIONES

N. brasiliensis es una cepa que presenta mucho variabilidad en todas sus pruebas realizadas, al ver

los clusters que se formaban planteamos dos hipétesis:

e N. brasiliensis e¢s un complejo. a pesar de que ya se han sacado especies nuevas de aqui, ain no
se ha separado lo suficiente éste grupo.

* N. brasiliensis es muy polimorfica, depende de su fuente de aislamiento lo que la hace que sea

diversa, pero esto no significa que haya especiacion.

N. farcinica s6lo presentd variabilidad en la prueba molecular por lo que se plantean dos hipétesis:

* N. kroppenstedtii si es una especie diferente a N. farcinica, por eso hay dos grupos que separan a
ésta altima especie en el arbol filogenético.

e N. farcinica tuvo cambios evolutivos en su genoma en diversas cepas que hacen grupos

diferentes, pero no hay cambios suficientes para que se haga una especiacion.

Para N. cyreacigeorgica, N. veterana y N. wallacei no formaron grupos numerosos, al ser cepas
Unicas de éstas especies, hicieron un cluster separado de otras cepas, obviamente por sus diferencias
a nivel genoma. N. asteroides, N. otitidiscaviarum y R. rhodochrous no tuvieron problemas con

agruparse con cepas de su misma especie.

Nuestra coleccién de actinomicetos del laboratorio de Produccion de Biologicos de la UAM-X ha

servido para muchos estudios a nivel Licenciatura y Posgrado, se han generado muchos proycctos

de gran interés e importancia, entre los mas destacados tenemos:

* Ser de los primeros laboratorios en México que agrega una coleccion de actinomicetos halofilos
y que los ha estudiado ampliamente, conjuntamente con la Universidad del Estado de México.

* Ser pioneros en México en el estudio de actinomicetos ambientales y sus caracteristicas.

¢ Identificar una nueva especie de actinomiceto llamada Nocardia mexicana, conjuntamente con la
Universidad de Lyon, Francia.

Todas las pruebas en conjunto hacen un analisis taxondémico basto, hemos obtenido mucha

informacion sobre éstas bacterias que ayudan a la ciencia, sin embargo, siempre es necesaria mas
informacion acerca de nuestro entorno bidtico.
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ANEXOS



€S

®
CLAVE DE API 20E
CEPA | ONPG |ADH |LDC [ODC| CIT | H:iS |URE | TDA | IND | VP | GEL | GLU |[MAN| INO | SOR SAC |MEL |AMY NO: | N
4002 N R D T - A - -] - -] -
4141 -l - - - - S - -] - - -
4772 - N R D T A T S
4315 - S P S - R -] -
4406 - S P - A T -l - - -] -
4615 - S T N S S R S
4086 - S T - - - - S - -
4085 - I R - - - - S - -
4605 - S T - -] - - -
4420 - -l - - - - S P S -] -
4613 - -] - - - - - - - -] -
"MIC-SIDA | - S e - S N A R S -] -
4167 T -l -l - - - - - - - | -
4081 S P - S S - -
4057 S - S S S
4125 S P I - - - - -
4026 S T N - -
4028 S S S - -
4134 S e - - -] -] - - - - - -
4078 S P - I R - - - S
4037 N - - - - - S
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CLAVEDE
CEPA

API 20E

ONPG | ADH

4113

LbC

obDc

CIT

IND | VP |GEL |GLU

INO

SOR

SAC

MEL

NO:

N2

4038 - - - - - - - - - - - - - -
4106 - - - - - - - - - - - - - -
4029 - - - - - - - - - - - - -
4139 - - - - - - - - - -
4004 - - - - - - - - - - -
4047 - - - - - - - - - - - -
4053 - - - - - - - - - - - - -
4175 - - - - - - - - - - - - - -
4418 - - - - - - - - - - - - - - -
4414 - - - - - - - - - - - - - - - -
4409 ) - - - - - - - - - - - - - - -
4403 - - - - - - - - - - - - -
4307 - - - - - - - - - - - - -
4261 - - - - - - - - - - - -
4208 - - - - - - - - - - - - -
4428 - - - - - - - - - - - - -
4279 - - - - - - - - - - - - - - - - -
4016 - - - - - - - - - - - - - - -
4015 - - - - - - - - - - - - - - - - -
4069 - - - - - - - - - - - - - - - -
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Abstract

Nocardia species ane aerobic, gram positive bacteria with branched filaments reported as opportun-
istic microorganisms associated to skin infectious diseases. This ix the first report of isolation of
Nowallacei in Mexico from a 43 years old male, construction worker, HIV positive, presenting a

breathing failure with abundant sputum,

KEY WORDS: Nocardiosis, Nocardia wallacei, HIV | sputum.

Introductian

Nocardia species are ubiguitous in the environment as saprophytic bacteria. Nocardia genus is aer-
obic, gram positive and branched hacteria that have the potential to cause kxalized or disseminated
infection (1). A major risk factor for nocardia infection is being immunocompromised, specifically
those with cell-mediated immunity defects, including HIV patients (2). Although the incidence and
prevalence of the disease is not known; a 2013 study showed that af 8763 cases, reported since
1956, 306: (2607 cases) were in Mexico, 296 (23555 cuses) in Sudan and 169 (1392 cases) in In-
dia, hawever there are data that strongly suggest that the real disease burden is prabably more im-
portant than indicated in this meta-analysis (3). The majority of nocardiosis cases are caused by the
N.asteroides complex and N brasiliensis (4). This is the first report of isolation of N.wallacei in a

patient male with HIV-AIDS and pulmonary failute in Mexico.

Materials and methods

Organism. The strain was obtained from the General Hospital “Dr. Manuel Gea Gonzdler” identi-

fied as Nocardia sp. The patient was 1 43 years old male, construction worker, HIV pasitive, pre-
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tenting a breathing failure with abundant sputum. The strain was grown at 37°C in BHT medium
Bioxon) far 7 days, and it was coded as “Mic-SIDA” strain.

Phenotypyc identification: Colonies morphology and gram stain were determinate; 13 tests of acid
production from several substrates and antibiotic sensitivity were performed (Table 1). The compar-
ison of Mic-SIDA struin was made using biochemical tests of N.wallacei (ATCC 49873"), against a

Shinical 1solated strain of Noawallacet and N transvalensts (ATCC 6865T) strain (5).

Gene sequencing. DNA extractions were performed by kit Promega Wizard® following the instruc-
iions of the manufacturer (Laboratory Genomic). Amplification of the 165 rRNA sequence was
zarried out using the polymerase chain reaction (PCR) method. The primers used were: 8f: 5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' y 1492r: S-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ (6).

The amplification was performed using the kit BioLine. The parameters of reaction were: 30 cycle;
pre-denaturation 5 minutes at 94°C; denaturation 60 seconds at 94°C; annealing 30 seconds at 59°C;
:xtension 60 seconds at 72°C; finally, the extension post-amplification 10 minutes at 72°C. The
products were sequentiated in MacroGene Laboratory (Maryland, USA) and compared with the

corresponding Gen Bank and NZ-Taxon registered sequences.

Results

Colonies were white with a dusty appearance and irregular borders. The strain was gram positive,
aighly branched with large filaments and further fragmentation to rads and cocobacilli. The bio-
chemical analysis indicated similarities with Novallacei type strain but not with N transvalensis

species, as showed in Table 1.
The 168 rRNA gene sequentiation (1354 bp) gives a 99.17%: homology towards Nwallacei

(ATCC49873") in GeneBank-BLAST (Basic Local Alignment Scarch Toal; NCBI, Bethesda, MD)

and 98.66% in FZ-Taxon (8); but, the gene sequentiation gives a 97.94% of similanty to
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N transvalensis (ATCCO6R6STY in GeneBank (BLLAST) and 97 82% compared in NZ-Taxon data

bases.
N.wallacei species is nat well known and causing rare infections, (8) so its identification in clinic

can he complicated; however, with the joint analysis of biochemical and molecular tests is passible

to obtain accurate identification.
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Nocardia

Mic-SIDA  Nocardia e Nocardia
49873
Arabinase - - - R
Lactose - B - R
Mannose - - - -
D-sorbitol - + - -
Trehalose + + + +
D-xylose - - - R
D-mannitol - + - -
D-glucose + + + +
D-galactose + + + +
L.-Rhamnaose - - - -
Cellobiose - - - -
Esculin + + + +
Casein - - - -
Antibiotic Sensitivity

Amikacin R R R
Ceftriaxone S S S
Trimethaprim- S SR S/R
sulfamethoxazole

Table 1. Compuarison of biochemical tests and antibiotic sensitivity between strain Mic-SIDA and

reference strains (adapted from (5))
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