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IV. RESUMEN 

Actualmente. los tax6nomos deben manejar un sistema para agrupar y nombrar de forma ordenada, 

lOgica 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 quc permite obtener mayor informaciOn acerca de ellos. 

La taxonomia de los actinomicetos ha cambiado sustancialmente en las altimas decadas. 

incorporando nuevos metodos de identification y criterion adicionales para Ia descripciOn de nuevas 

especies como se ha mencionado antes. 

El conocimiento de los actinomicetos es de gran importancia. ya que estas bacterial tienen una gran 

variedad de actividades, como por ejemplo, ser productores de una gran cantidad de metabolitos, 

entre los 'rids importantes estan los antibioticos; tambien peden ser patogenos para los organismos 

superiores, aunque tambien se ha visto que pueden favoreces a otros organismos por su actividad 

simbiotica con ellos. 

El presente estudio se IlevO a cabo en 51 cepas de actinomicetos de aislados clinicos que fueron 

donados por el InDRE. Se utilizaron tecnicas de taxonomia actuates: 130 pruebas bioquimicas 

automatizadas API, observation del crecimiento colonial y celular para su descripcion. y Ia 

secuenciacion del gen 16S del rRNA para la identiticaciOn a nivel de ancro y espccie. Las pruebas 

en conjunto nos permitieron hacer una reconsideraciOn taxonomica de las cepas de estudio, ademas 

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

La importancia de este trabajo es a nivel taxonomic° en microbiologia, pues permite a proyectos 

posteriores tener una base en el conocimiento de los actinomicetos patOgenos 
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1. INTRODUCCION 

Una bacteria es un organismo procariote que presenta un tamatio de pocos micrometros. Los 
actinomicetos o actinobacterias son un grupo de bacterias Gram positivas heterOtrofas; la mayorfa 
de estos se encuentran en Ia tierra jugando un papel importante en Ia descomposicion de materia 
organica; en el suelo son los seres mas abundantes, promediando un 64% de Ia biomasa bacteriana 

(Madigan et al.. 2009). Otras actinobacterias habitan en las plantas. animales y personas, algunos 

participan como patogenos y otros como agentes benelicos. 

Algunas poblaciones animales proporcionan reservorios adecuados para el crecimiento y existencia 
de actinomicetos patogenos, y su propagation es un proceso ecologic° que depende de las 
propiedades biologicas dcl organismo causante, de las propiedades biolOgicas del organismo 
hospedero y de factores bioticos y abioticos responsables de Ia transmisiOn del patOgeno entre 
hospederos diferentes. Se han identificado a los generos Corvnebacterium, Actinompces, 

Mycobacterium, Dermatophilus„4ctinomadura, Nocardia, Rhodococcus y Nocardiopsis como 

agentes causales de enfermedades en animales (McGavin y Zachary, 2007). 

Este tipo de bacterias tambien interact6an con el hombre provocando una infection Ilamada 
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 interes de 
otros investigadores y de las instituciones de salud. Cabe serial& que los actinomicetomas son mas 

frecuentes en campesinos y se considera a Nocardia brasiliensis el agente causal mas frecuente en 

el mundo (LOpez-Martinez et al., 2013) desde hace decadas. 

Los actinomicetos tambien degradan desde azucares simples, proteinas, acidos organicos hasta 
sustratos complejos, por esto son importantes en el proceso de transformaciOn y obtenciOn del 
humus en el suelo. Ademas algunos producen antibioticos que regulan los patOgenos de las plantas, 
estos crecen inhibiendo las poblaciones de los patogenos, regulando los problemas hasta alcanzar un 
balance que le permita a las plantas obtener nutrientes y desarrollarse. Los generos de actinomicetos 
del suelo mas importantes para Ia nutrition de las plantas son: Streptomyces, Nocardia, 

Micromonospora, Frankia y Actinontyces (Graham, 1982). 

Los actinomicetos como agentes causales de enfermedades en plantas no son una novedad. Aunque 
en el pasado, Ia fitopatologia de estos fue restringido por problemas taxonomicos, por la falta de 
criterios confiables para el reconocimiento de especies. lo que Hey() a una confusiOn en cuanto a los 
agentes causales. En Ia Ultima decada las cosas empezaron a cambiar con la aplicacion de metodos 
para la evaluation de similitudes y diferencias reciprocas entre los diferentes microorganismos. Este 
enfoque ha facilitado una aclaraciOn preliminar de los patrones que caracterizan a los actinomicetos 
fitopatOgenos (Locci, 1994). Por su relevante interaction con otros organismos. los actinomicetos 
deben identificarse y clasificarse adecuadamente para un correcto diagnOstico y tratamiento; de esta 
manera evitamos perdidas de recursos vegetal, animal y human°, y aprovechamos los beneficios 
que estos nos ofrecen. 
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2. ANTECEDENTES 

$ 	2.1 TAXONOM1A 

La taxonomia obtiene, resume y organiza informaciOn acerca de un organismo que se localizard en 

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

Actualmente, los taxanomos deben manejar un sistema para agrupar y nombrar de fonna ordenada, 

lagica 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 definio especie como grupos de poblaciones naturales que se cruzan real o 

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

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. Un primer paso en la 

taxonomia es Ia identificaciOn, en donde se realizan pruebas de diagnostico especificas, pues cada 

genero, incluso cada especie tiene diferentes reacciones cuando se les enfrenta a diferentes reactivos 

y esto ayuda a determinar de quien se esta hablando, comparando con organismos de identidad ya 

conocida (Bou et al 2011). En la Fenetica se utilizan aproximadamente 100 pruebas bioquimicas 

que representan caracterfsticas externas, luego toda esta informacion se ingresa a computadoras, 

lucgo se comparan y se ven sus posibles relaciones; mediante estudios bioquimicos se puede 

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

las moleculas estructurales importantes. 

Hoy en dia es coman usar tecnicas moleculares que ayudan a reflejar las relaciones filogeneticas; 

como carecemos de conocimiento directo del camino evolutivo, Ia premisa es que los organismos 

estan relacionados por Ia herencia, y que la secuencia de un genoma es un registro explicito de los 

ancestros de dicho organismo; como la evoluciOn es un proceso de herencia del cambio 

nucleotidico. analizar las diferencias en la secuenciacion de ADN de distintas bacterias debe 

permitirnos reconstruir su historia filogenetica (Madigan et al.. 2009). Con el desarrollo de tecnicas 

de secuenciacian de aminoacidos en las proteinas, nucleOtidos de las moleculas de ADN y RNA. se  

han podido comparar organismos a traves de los genes. 

El segundo paso de la taxonomia es la clasificacion dependiendo de las caractensticas obtenidas de 

las pruebas anteriores; para las bacterias, el sistema de clasificacion aceptado es el Esquema 

Taxonomic° de las Procariontas (Taxonomic Outline of the Prokaryotes) originado de Ia segunda 

edition del I3ergey's Manual of Systematic Bacteriology. Este manual ha ayudado a los 

microbiOlogos o taxonomos desde 1923 y es un compendio de informacion sobre todas las especies 

bacterianas reconocidas. 

0 
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Un tercer paso es nombrar al organismo aplicando una serie de reglas formates para nombrar a los 

organismos. Siguiendo el sistema binomial de nomenclatura que se emplea en toda la biologia. los 

procariotes reciben nombres de genero y adjetivo de especie. Los terminos utilizados son latinos o 

derivados griegos latinizados, a menudo referentes a alguna caracterfstica descriptiva adecuada al 

organismo y se escriben en tetra cursiva. Al nombrarlos, ordenamos el mundo natural, facilitando Ia 

comunicacion efectiva, lo que incluye su comportamiento, ecologia, fisiologia, patogenesis y sus 

relaciones evolutivas. La asignacion de nombres de bacterias y arqueas esta regulada por el Codigo 

Bacteriologic° (El COdigo Internacional de Nomenclatura Bacteriana). Incluso. hay reglas para 

rechazar aquellos nombres errOneos en su forma original o que algim modo han quedado 

invalidados. 

2.1.1 Taxonomia de los actinomicetos 

El primer actinomiceto (o actinobacteria) reconocido como patOgeno fue aislado por el veterinario 

frances 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 pseudotuberculoso" y abscesos cerebrates generado por un microorganismo igual al 

descrito por Nocard anteriormente. En 1889, Trevisan crea el getter() Nocardia. con Nocardia 

farcinica como especie tipo; en 1980, Gordon y Mihm proponen, y es oficialmente 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). 

En un principio todos los actinomicetos se clasificaron como bongos debido a que su morfologia y 

desarrollo presentaban gran similitud con estos, y se les denominO -hongos radiados". 

Posteriormente se estudiaron de manera mas completa y se reconocieron como procariontes. 

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

Los actinomicetos resultan dificiles de aislar, cultivar e identificar; ya sca porque solo conocemos 

parcialmente sus requerimientos metabOlicos, lo que impide formular medios de cultivos selectivos. 

o porque al tratarse de microorganismos de crecimiento lento, su aislamiento y correcta 

identification requiere de periodos prolongados de tiempo, en adicion a la gran cantidad de trabajo 

que muchas veces esto representa. Por lo anterior, constantemente se deben revisar y ajustar Ia 

information en el sistema de clasiticaciOn (Serrano y Sandoval. 2005). 

La taxonomic de los actinomicetos ha cambiado sustancialmente en las filtimas decadas, 

incorporando nuevos metodos de identification y criterion adicionales para Ia descripciOn de nuevas 
• 	especies como se ha mencionado antes. 
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LINEA DE TIEMPO DE LA I IISTORIA TAXONOMICA DE LOS ACTINOMICETOS 

Describio por primera vet Fite descubierto al La especie tip° Sc establece el gi:nero Primer CaS0 de 

el sindrorne clinic° al que primer actinomiceto Se establece el cambia a .1'neradia .111.cohacterium, con las especie micetunta rcportado 

Ilanto "foot tumoral". patogeno. getter° Nneardia. astern/des. rohercidosis y Af. kprae. en Mexico. 

Gill, 1/1.12. Nocard, 1888 Trevisan, 1889 Eppinger, 1891 Lehmann y Neumann, 1896 Cicero, 1912 

'Ire% isan, 1891 
	

Zopf, 1891 

Se define como 
	

Sc establece el genero 
especie tipo 
	

Rhodococcus. 

Nocartha fart:mica. 

Sc crea el "Bergey's 
Manual of Systematic 

Bacteriology". 

Bergey. 1923 

Sc crea to Taxonomia 
Numerica 

1950 

Sc establcce ci genera 
Pseudonocardia. con Ia 
especie thermophila. 

Ilenssen, 1957 

Sc cstablccc el genero Micropolyspora. 

Lechevalier ct af.,1961 

Sc establece el genero Pmmicromonospora. 
Krasirnikov et af.,1961 

Sc establece el genero 
intrasperattguan. 

Krasirnikov et d.,1967 

Murray 1961 

DescribiO de forma completa Ia 

intecciOn actinonticetonta. 

Sc establece el genero 
Oerskovia. 

Es delinida una 

cstructura taximoinica de 
referencia. 

Sc establece el genero 
Sacchampolyspont. 

Sc establece el genero 
Nocardinides, con Ia 

especie 	allis.  

CreaciOn de Ia 
PCR 

Ultima cspccic 
propuesta como nueva: 

kroppenstediii 
Lacey y Goodlellow,1975 

Lechevalier et ai.,1970 	Sneath y Sokal, 1972 	 Prauser,I976 	 Mullis,1987 
Goodfellow, 2015 
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Grafica 1. NUrnero de especies de Nocardia Actinomadura y Rhodococcus en 

los ultimos anos (LPSN, 2016). 
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Grafica 2. Nnmero de especies del genero Streptomyces en los 61timos anos (LPSN. 2016). 

Se puede observar que este goner° ha sido de gran interes por sus multiples metabolitos que 

han sido explotados desde hace decadas. 

En las graficas 1 y 2 se mucstran solo cuatro generos de actinomicetos que tienen importancia 

medica; sc escribe el nUmero de especies que se habian identificado en diferentes afros, como 

podemos observar, mientras pasan las decadas y los avances cientificos crecen, las nuevas tecnicas 

de identificacion han perrnitido conocen ampliamente nuevas especies que anteriormente eran 

difici les de separar de los grupos taxonomicos establecidos. 

2.1.2 Clasificaciones biolegicas 

La clasificacion de los organismos siempre ha sido una actividad importante en todas las culturas, lo 

cual se ve reflejado en la enonne riqueza de terminos botanicos, zoologicos y microbiologicos 

existentes. Las clasiticaciones biologicas intentan ofrecer una estimacion de la diversidad, las 

relaciones y la organizacion de la vida. que sea consecuente con las ideas de la historia evolutiva 
5 



El hombre. ha tenido que reconocer y describir las similitudes y diferencias de su universo 

biologic°. y establecer unidades, principios y leyes presentes en la variedad y el niimero de los seres 

vivos. De esta manera. sc han tOrmulado arreglos clasiticatorios que han permitido entender a los 

seres vivos (Madigan et al., 2009). 

Una de las tareas mas frecuentes de los taxOnomos esti. relacionada con Ia elaboracion de los 

inventarios bioticos regionalcs o ceparios, el listado de especies que habitan una regiOn. el 

reconocimiento de sus asociaciones en un habitat detcrminado y los aspectos mas sobresalientes de 

su distribucion. 

Los taxOnomos cotidianamente se 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 nucvo analisis filogenetico y a reestructurar o proponer una clasificacion 

consecuente con los nuevos resultados obtenidos. fstos son aspectos de la taxonomia, que unifican 

las historian de la vida (Llorente, 1999). 

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

inagotable de inlbrmaciOn de Ia 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: 

• TaxonOmico (nombres, identificaciones, variabilidad morfologica). 

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

• Estudios evolutivos (morfologia. fisiologia). 

• Estudios de modelos predictivos de Ia biodiversidad del planeta (pasada y futura, rasgos de 

extinciOn). 

• Investigaciones sobre el ambiente. 

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

• Investigaciones biomedicas, bioquimicas y en la biotecnologia (estudios de compuestos quimicos 

empleados en Ia medicina). 

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

Las colecciones pueden componerse dc diferentes organismos y cada laboratorio se especializa en 

sus tecnicas dependiendo del organismo del que sc trate. 

Los ceparios son "bibliotecas 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 aislamientos del suet°. de medios acuaticos (rios, lagos o 

mares). aislamientos en plantas. animates o de lesiones en personas, etc. La procedencia dard 
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informacion sobre condiciones de crecimiento, formacion de metabolitos de interes o patogenicidad 

y ayudard a entender a los microorganismos de nuestro entomb. 

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 genero); informacion de Ia 

procedencia; los resultados de pruebas bioquimicas y moleculares que sirvieron para su 

identificacion; caracteristicas macroscopicas y microscopicas e informaciOn sobre su 

almacenamiento. principalmente. 

Las colecciones de cultivos microbianos estan representadas internacionalmente por la FederaciOn 

Internacional de Colecciones de Cultivo (World Federation for Culture Collection. WFCC) que es 

un conjunto de Comites. Comisiones y Federaciones de Ia Union Internacional de Sociedades de 

Microbiologia (Internacional Union of Microbiological Societies, IUMS) y un miembro cientifico 

de Ia Union Internacional de Ciencias Biologicas (Internacional Union Biological Sciences, IUBS) 

cuyo principal objetivo es Ia promoci6n y desarrollo de colecciones de cultivos de microorganismos 

y lineas celulares, tambien proporciona una interfaz uniforme para la comunidad cientifica e 

industrial para acceder a Ia informacion completa de recursos microbianos; sus miembros 

constitu> en 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 diversification metabolica. utilizando diversas fuentes 

de energia que se encuentran disponibles en la Tierra. Sin duda alguna, cuando ciertos nutrientes 

comienzan a limitarse, Ia competencia y Ia selecciOn natural estimulan la evoluciOn de nuevos tipos 

de metabolismos mas eficientes. Por otro lado. la vida microbiana altera la composiciOn quimica del 

entomb a traves de su propia actividad metabolica, agotando ciertos recursos y creando otros 

mediantc la production de productos residuales y de material celular. Estos cambios con los nuevos 

nutrientes y elementos han presentado desafios para la supervivencia y oportunidades para su 

aprovechamiento (Madigan et al., 2009), en consecuencia, Ia formacion o desaparicion 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 description y ambas 

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

e 

• 
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2.2 ACTINOMICETOS 

El orden de los Actinomycetales comprende 63 generos constituyendo, aproximadamente del 

20-60% de la poblaciOn microbiana del suelo (Prescott. 2002) dependiendo de la region. En un 

principio los actinomicetos se incluyeron entre los hongos por su morfologia y desarrollo, dotados 

de un micelio verdadero; debido a esto se les denomin6 -hongos radiados-. Sin embargo, hoy en 

dia, y dado su caracter procariontico, se sustenta muy bier su clasificaciOn como bacterias 

(actinobacterias). 

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 hamedo por Ia producciOn de tm metabolito Ilamado geosmina, 

producen terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares capaces de degradar Ia materia organica 

(Ben-Omar et al. 1997). 

Son encontrados en suelos como saprofitos, comensales y simbiontes, donde juegan un papel 

ecologic° importante en ciclos de nutrientes del suelo, tambie» habitan en todos los tipos de 

sustratos en los ecosistemas Inas diversos que van desde Ia descomposicion de materiales organicos 

para las plantas. agua dulce, sedimentos, organismos marinos, insectos, entre otros (Gonzalez et al., 

2005); algunas actinobacterias son conocidas por tbrmar 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 

concentraci6n de Ia poblaciOn. Su flamer° varia en gran proporcion segan el caso, pero es coman 

encontrarlos en suelos fertiles con concentraciones de 106 UPC g-1  de suelo seco (Tate. 2000). Los 

principales generos que se aislan a partir de suelos son Nocardia, Streptomyces y Micromonospora 

(Martin, 1981); pero 95% de los actinomicetos aislados a partir del suelo pertenecen al genero 

Streptomyces (Lacey, 1973). 

El primer actinomiceto (o actinobacteria) reconocido como patogeno fue aislado por el veterinario 

fiances 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 pseudotuberculoso-  y abscesos cerebrates generado por un microorganismo igual al 

descrito por Nocard anteriormente. En 1889. Trevisan crea el Osier° Nocardia, con Nocardia 

farcinica como especie tipo; en 1980, Gordon y Mihm proponen, y es oficialmente 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 identificarsc y 

clasificarse adecuadamente para un correcto diagnostic° y tratamiento; de esta manera evitamos 

perdidas de recursos vegetal, animal y human°, y aprovechamos los beneficios que estos nos 

ofrecen. 
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2.1 Los actinomicetos y las plantas 

Las bacterias asociadas a plantas puede ser beneficas 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 use de 

un microscopic). sin embargo. grandes poblaciones de bacterias se hacen visibles como agregados 

en forma liquida, coin° biopeliculas en las plantas o como suspensiones viscosas sobre las 

estructuras de las plantas. Las bacterias como patogenos de las plantas pueden causar enfermedades 

economicamente perjudiciales, que van desde manchas, mosaicos o pOstulas en las hojas y frutas, o 

necrosis de los tuberculos (Vidaver, 2004). 

En comparaciOn con otras bacterias, los actinomicetos, aparentemente desempefian un papel poco 

relevante en enfermedades de las plantas. Economicamente, las enfermedades causados por 

actinomicetos en cultivos son importantes. Rasta hace unos atios estos han sido detcctados 

principalmente en papa. zanahoria, rabano y remolacha. La situation es especialmcnte 

insatisfactoria en el caso de la papa donde sintomatologias distintas son observadas, causados por 

diferentes actinomicetos (Locci. 1994). Por ejemplo. la SAGARPA (2002) identifico a Streptomyces 

sp. como plaga en productos agropecuarios, especificamente en la semilla de papa, en inspecciones 

en Coahuila. En la zona norte de Sinaloa se cree que la sarna comun, enfermedad que afecta ratces y 

tuberculos fue causada por Streptomyces causando severas perdidas de production del cultivo de 

papa durante el period() 2008-2009 (CONPAPA, 2010). En los ahos 2011 y 2012 se observaron 

tuberculos de papa fiana con sintomas severos de pudriciOn y sarna en campos agricolas del Valle 

del Mayo. Sonora. Mexico. dicha enfermedad present() una incidencia en la regiOn que fluctuo entre 

30 a 40% (Leyva et al., 2014). 

Al saber que la papa es una de las principales hortalizas que se producen en Mexico y su cultivo es 

uno de los mas importantes; solo superado por maiz, frijol, trigo y arroz; podemos calcular las 

perdidas que provocaria una enfermedad sobre esta hortaliza. El cultivo de papa tiene una 

producciOn aproximada de 1.537.000 toneladas. que genera un valor de 11.622,047 (miles de pe-

sos) y ocupa el sexto lugar en valor comercial del producto a nivel nacional. En nuestro pals se 

dedican a la produccion de este cultivo 8,700 productores, ademas de que sc generan alrededor de 

Figura I. Infeccion de la papa. Papa liana infectada con 
"sarna comOn" causada por Streptomyces (CONPAPA, 	 9 



17.500 empleos director, 51.600 empleos indirectos y 6.9 millones de jornales/ano (Diario Oficial 

de Ia 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 Ia movilizaciOn de vegetates, sus productos y 

subproductos, vehiculos de transporte, materiales y equipos susceptibles de ser portadores de 

plagas, asi como de agentes patogenicos que puedan representar un riesgo fitosanitario. Sc sujetO al 

articulo 5o. del Acuerdo sobre Ia Aplicacion dc Medidas Sanitarias y Fitosanitarias de Ia 

Organizacien Mundial de Comercio. para la evaluacion del riesgo y determinacion del nivel 

adecuado de proteccion fitosanitaria (0MC. 1994; Diario Oficial de la Federacien, 2014). 

Por otra parte, desde un punto de vista etas satisfactorio, los actinomicetos son importantes para la 

nutriciOn de las plantas como Streptomyces, 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 Ia fijacion de nitrogeno; tambien pueden protegerlas contra otros organismos 

del suelo. Algunos ejeinplos de asociaciones beneficas se muestran en el Cuadro 2. 

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

Actinomiceto 
Planta con quien 

interacttia 
Accion de Ia 
interaccion 

Autor 

Frankia 

Familias: Betulaceae, 
Casuarinaceae, 
Coriaraceae, 
Dasticaceae, 
Ekteagnaceae, 
Afyricaceae, 
Rhamnaceae y 
Rosaceae 

• Mejoramiento del 
suelo, reforestacion 

• Alternativa para 
sisternas 
silvopastoriles 

Berliner y 
Torrey, 1989 

Micromonospora 

Arachis hypogaea, 
Cicer arietinum, 
Glvcine max, 
culinariwn Lens, 
Lupinus angustifolius, 

Lupinus gredensis, 
Medicago sativa, 
Ononis sp., 
Ornithopus sp., P 
sativum, Trifolium sp., 
t7cia sp. y ,Ilucuna sp. 

• Endotito de 
leguminosas, 1ija 
nitrogen° en las 
raices 

• Crecimiento vegetal Trujillo et al..  
2007 
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Streptomyces 

Familia Fabaceae • Endofito de 
leguminosas, fija 
nitrOgeno en las 
raices 

Dimkpa et al.. 
2008 

Tokala et al.. 
2002 

• Crecimiento vegetal 

Se ha determinado que la cantidad de nitrogen° fijado por leguminosas arbOreas gracias a la 

asociacion que tienen con microorganismos puede ser hasta de 300 kg de N2/ha/ano, mientras que 

en leguminosas herbaceas asociadas con microorganismos es de 100 a 150 kg de N2/haiatio 

(SAGARPA, 2014). Ademas, en los paises tropicales de montaila es un gran recurso natural al que 

podemos recurrir para enfrentar un buen tit:liner° de problemas del ambiente. 

Se ha evaluado el efecto antagonista de Streptomyces spp. contra bongos fitopatogenos como 

Alternaria sp. que afecta tomate, papa y berenjena; los bongos que ataca pueden ser Rhizoctonia sp. 

y Fusarium sp. presentes en el cultivo del frijol y ejote causando danos en la semilla impidiendo su 

germinacion; y tambien contra el hongo Colletotrichum sp. que ataca otros cultivos de relevancia 

economica (Davila et al.. 2013; SAGARPA, 2014). Este metodo de control es persistente en el suelo 

c inofensivo para plantas y animales, no causa envenenamiento por residuos y es de bajo costo 

(Sanchez-Ovalle et al., 2011). 

• 
	Por otra parte, tambien se sabe que la simbiosis formada por Frankia y el nodulo de las plantas 

actinorrizicas (arboles perennes) pueden ser usados en restauracion ecolOgica y produccion de 

madera, una alternativa para reforestar bosques o suelos poco fertiles. 

'1 • 

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

• Se han descrito en la actualidad alrededor de 200 especies de plantas actinorrfzicas, distribuidas en 

ocho familias botanicas. que son portadoras de nodulo fijadores de nitrogen° formados por Frankia 

(Valdes et al., 2006). 
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2.2 Los actinomicetos y los animales 

Los animates. 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 estas 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 animates. 
Lesion submaxilar en bovino causada 
por ,.Ictinomyces.(Enciclopedia 
bovina:http://www.finvz.unam.mx) 

La mayoria de las infecciones por actinomicetos en animates 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 animates asociados 

con infecciones por actinomicetos. 

Cuadro 2. Actinomicetos que acttian como huespedes en animales provocando infecciones. 

Actinomiceto Animal Tipo de infecci6n Autor 

Nocardia sp. I3ovinos Mastitis y leche 
contaminada 

Ribeiro et al., 2008 

Nocardia asteroides Yeguas Aborto por lesiones en 
pulmones, higado y 
placenta en fetos. 

Bolon et al.. 1998 

Hong et al.. 1993 

Nocardia asteroides Perro Disnea. anorexia y 
mucosas descoloridas 
y linalmente la muerte 

Ramos, 1990 

Nocardia sp. Perro Dermatitis atopica y 
enfermedad 
neurologica 

Paul et al.. 2010 

Nocardia 
otnidiscaviarum 

Cabras Enfermedades 
pulmonares 

Domenis et al.. 2009 

Nocardia salmonicida Salmon Nado lento y 
linalmente la muerte 

Isik et al., 1999 
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Nocardia sp. Wahl() Beluga (de 
acuario) 
Mapaches. renos. 

Enfermedades 
pulmonares, peritonitis 
y anorexia 

Pal et al.. 1997 
Macneill, 1997 

Vemireddi et al 2007 

Nocardia sp. Equinos Neumonia tibrosa, 
Hepatitis necrosante y 
aborto 

Bolon et al., 1998 

Actinomyces bovis Bovinos Porcinos 
Equinos 

"mandibula terrosa' Mas et al., 2008 
Serrano et al., 2007 

Actinomyces 
pyogenes 

Bovinos Mastitis y peritonitis 
Serrano et al., 2007 

Actinomyces 
pyogenes 

Bovinos Porcinos 
Corderos Conejos 
Equinos 

Peritonitis y abortos 
Serrano et al., 2007 

Mycobacterium 
asiaticum 

Bovinos Tumores Oakey et al.. 2005 

Mycobacterium 
avium 

Yeguas Abortos Helie y Higgins, 1996 
Cline et al., 1991 

Mycobacterium 
tuberculosis 

Serpientes 
Tortugas Lagartos 
Focas 
Leones marinos 
Flamingos 

Lesiones en diversos 
organos 

Soldati et al., 2004 
Forshaw y Phelps,1991 

Kock et al., 1999 
Lairmore et al.. 1985 

Rhodococcus equi Equinos Neumonia Muscatello et al.. 
2009 

Rhodococcus equi Porcinos Nodulos submaxilares Takai et al.. 1996 

Corynebacterium 
pseudotuberculosis y 
Corynebacterium 
diphteriae 

Yeguas Ahortos Poonacha y Donahue. 
1995 

Ilenricson et al.. 2000 

Corynebacterium 
pseudotuberculosis 

Ovinos Linfadenitis Padilla et al., 2008 

Corynebacterium sp. Tortuga 
Gato 
Foca 

Lesiones en dife,rentes 
organos Collins et al., 2001 

Dermatophilus 
congolensis 

Caprinos 
Equinos 

Dermatitis Acosta y Perez, 2003 
Moncada y Callejas, 

1988 
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Es necesario mencionar que Nocardia ha sido involucrada en casos de mastitis y ha producido un 

aumento aparente en todo el mundo en Ia incidencia de esta infeccion tal vez debido a la 

transmisiOn de este patOgeno ambiental oblicuo. Nocardia nova, Nocardia farcinica, Nocardia 

purls, Nocardia cyriacigeorgica, Nocardia veterana, Nocardia afi-icana, y Nocardia anthritidis 

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 Ilegar a afectar al ganado caprino 

productor de leche como la brucelosis y mastitis pueden alectar directamente la inocuidad y calidad 

de Ia leche. representando un peligro potencial para Ia salud pablica si no se aplican sistemas de 

minimization de riesgos contempladas en las diferentes etapas desde la produccion, ordefia y hasta 

su transporte.Un diagnostico realizado por SAGARPA en 2009 en Sonora. identificO como 

principales problemas en produccion 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 infeccion que afecta a los caprinos, bovinos y ovinos. La infecciOn normalmente 

se propaga durante Ia ordena y genera mala calidad de la leche.E1 Delegado de Ia SAGARPA, 

Ernesto De Lucas Palacios senalo que para SAGARPA es primordial el reforzamiento de programas 

y 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 formation de granulomas. afecta a bovinos y a otros animales 

domesticos. Es considerada una zoonosis porque es transmisible al hombre, quien la contrae al 

ingerir productos lacteos contaminados y no pasteurizados o por el contacto con animales 

infectados (SAGARPA, 2012). En el ano 2000 se reportaron casos de bovinos infectados con esta 

bacteria en Ia mayoria de los estados del pais (SENASICA. 2012). 

Figura 4. Lesiones pulmonares 
por tuberculosis aguda en becerro 
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La presencia de Ia enfermedad en los animales, es un constante riesgo de diseminaciOn hacia las 

unidades productivas libres de la enfermedad. e inclusive ha sido un factor determinante que ha 

motivado restricciones y condiciones impuestas por Estados Unidos. La prevenciOn, el control de 

las enfermedades zoonoticas y la protecciOn de Ia salud pablica son una prioridad por el aumento de 

Ia poblaciOn mundial (Aiello y Susan, 2000), pues se podrian prevenir endemias o epidemias 

provocadas por infecciones provenientes de animales. 

Aunque tradicionalmente se ha considerado a los actinomicetos como agentes patogenos en 

animales, en los Oltimos altos se ha descubierto que tambien existen interactuando de forma 

simbiotica con estos como se muestra en el siguiente Cuadro. 

Cuadro 3. Sim biosis de actinomicetos con animales. 

Actinomiceto Animal Tipo de simbiosis Autor 

Streptomyces, Nocardiopsis 

y Oerskovia 

Cabra y otros 
rumiantes. 

Nativos en el tracto 
gastrointestinal 

Tan et at 2009 

Streptomyces, 

Mycobacterium, 

Corynebacterium y 

Rhodococcus 

Termitas Nativos en el tracto 
gastrointestinal 

Watanabe et al. 2003 

Streptomyces Abejas y 
hormigas 

Protege contra 
patogenos durante la 
primavera 

Kaltenpoth et al., 
2006 

Currie et al., 1999 

Myceligenerans 

cantabricum 

Corales y 
estrellas 

En estudio Sarmiento-Vizcaino 
et al., 2015. 

2.3 Los actinomicetos y el hombre 

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

llamada actinomicetoma. 

En 1888. Nocard reconocio por primera vez el potential patogenico de este grupo de 

microorganismos. Los actinomicetos aerobios de importancia medica 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 Ia inmunodeficiencia humana. Sin embargo, el diagnostic° de 

estas infecciones puede scr dificil, y la terapia efectiva puede scr complicado por la resistencia 

antimicrobiana (McNeil y Brown. 1994). 
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El actinomicetoma es una infeccion subaguda o cronica de Ia piel y del tejido subcutaneo, de tipo 

granulomatoso producida por actinomicetos, cuyo habitat principal es el suelo y que por via de 

traumatismos punzo penetrantes causados con espinas o astillas de maderas contaminadas con los 

agentes etiolOgicos logran penetrar al organismo de los humanos o de los animates. 

La may oria de los estudios epidemiologicos sobre el actinomicetoma estan basados en estudios de 

epidemiologia descriptiva, de manera que Ia verdadera incidencia, prevalencia y la distribucion 

geogratica mundial del actinomicetoma aim no es bien conocida (Serrano y Sandoval, 2005). 

El actinomicetoma se encuentra principalmente en regiones ubicadas cerca del trOpico dc Cancer, 

entre las latitudes 15° Sur y 30° Norte. Una mayor incidencia se encuentra en Mexico, Venezuela, 

Brasil, norte de Argentina. algunos paises de centro America, Sudan, Senegal. Somalia. India y 

Pakistan; en estas regiones la enfermedad es endemica. Se observan ademas casos esporadicos 

en otros paises de America del sur, Estados Unidos, Arabia Saudita. Yemen y Europa (Barry, 

2009).En Mexico, se ha descrito casos practicamente en toda la republica. predominando en los 

estados de Morelos, Mexico, Jalisco. Veracruz, Oaxaca. Michoacan, Guerrero. Hidalgo y Nuevo 

Leon (Serrano y Sandoval. 2005). 

Figura 5. Micetoma en torax causado por N brasiliensis y micetoma en pie causado por 
Actinomadura pelletieri, se observan numerosas fistulas y nOdulos (Serrano et al., 2007). 

Un estudiO realizado en Mexico por Lopez-Martinez y colaboradores en 2013 arrojo los siguientes 

datos: El total de casos de actinomicetoma detectados en las dos idtimas decadas hasta 2012 en 11 

centros de diagnostico mieologico fue de 3,933; donde 2.920 fueron hombres (75.6%) y 940 

mujeres (24.4%). 

La frecuencia mas elevada fueron los campesinos quienes en su vida cotidiana se exponen a los 

agentes causales a trax es de heridas traumaticas contaminadas. Las amas de casa de zonas rurales 

dedicadas a las labores domesticas ocuparon eI segundo lugar en frecuencia; esto se explica porque 

ellas tambien participan, aunque en menor grado, en las actividades del campo. 
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Dos o mas 
regiones 
4.36% 

CabeIla o cuello 
2.16% 

row gum. 

I'ronco 
19.76% 

Figura 7. Frecuencia del 
actinomicetoma 

Extremidades inferiores 
	 dependiendo de la region 

60.29% 
	 corporal. 
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El lugar con mayor n6mero de casos corresponde a Jalisco (676 casos), Morelos (429 casos), Nuevo 

Leon (347 casos), Guerrero (302 casos) y Veracruz (264 casos). 

Figura 6. Actinomicetoma en el mundo. En 
rojo se senalan los paises con mayor reporte 
de casos, en amarillo los paises con bajo 
reporte de casos y los !lakes 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 

torax, generalmente lo hace en el tercio superior del dorso, donde la inoculacion puede producirse 

por acarrear material contaminado, y es de destacar el peligro de invasion a pulmOn. 

Extremidades 
superiores 

13.43% 



La identificaciOn taxonomica de los actinomicetos, tradicionalmente, se realiza segim las 

caracteristicas morfolOgicas 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 me,dica 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 Ia 

inmunodeficiencia humana. Sin embargo. el diagnOstico de estas infecciones puede ser dificil, y Ia 

terapia antimicrobiana efectiva puede ser complicado por la resistencia antimicrobiana (McNeil y 

Brown. 1994). 

La poblacion mas afectada son los habitantes de areas rurales, quienes por sus actividades laborales 

tienen mayor riesgo de sufrir heridas traumaticas septicas exponie,ndose 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 traves de las cuales se elimina pus y granos, constituidos por 

fi lam entos. 

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

se presenta (Lopez et al., 2013). 

• Africa es un continente donde se registra la mayor frecuencia de micetoma del mundo. 

• En Mexico, es el pais latinoamericano que registra el mayor numero de casos. Aunque en paises 

como 13rasil y Venezuela, el numero de casos reportados tambien es importante. 

• En Estados Unidos y Europa se han reportado casos esporadicos. 

2.4 Metabolitos producidos por los actinomicetos 

Su metabolismo extremadamente rico esta muy frecuentemente acompahado por la produccion de 

metabolitos secundarios, estos desempefian un papel importante en el mantenimiento, senalizaciOn 

y colonizaciOn del habitat microbiano (Gonzalez et al., 2005). Son responsables de la producciOn de 

alrededor de Ia mitad de los metabolitos secundarios bioactivos descubiertos, especialmente 

antibioticos, agentes antitumorales, agentes inmunosupresores y enzimas. Estos pueden ser un 

recurs() para el descubrimiento biotecnolOgico (Wu et al., 2009). 

De los aproximadamente 8,000 antibioticos (Evangelista y Morello. 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 mas de 500 sustancias antibioticas distintas son producidos por 

estreptomicetos y gran n6mero de ellos han sido estudiados en forma quimica. Algunos 

actinomicetos producen mas de un antibiOtico, la nutriciOn de un organismo puede originar un 

cambio en Ia naturaleza del antibiotico que se produce, el organismo por lo general es resistente a 

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

Despues de los antibiOticos, las enzimas son los productos mas importantes de los actinomicetos. 

Actualmente las enzimas de origen microbiano, incluyendo las producidas por actinomicetos, son 

ampliamente utilizadas en Ia industria alimenticia, en Ia fabricacion de detergentes, en Ia industria 

textil y farmaceutica, en terapia medica, quimica biorganica y biologia molecular. La demanda en la 

utilizacion de enzimas en diferentes procesos biotecnologicos ha ido en aumento, to cual genera Ia 

necesidad de buscar nuevas fuentes biolOgicas para Ia obtencion de mejores actividades, que puedan 

ser producidas en grandes cantidades y a un halo costo, una alternativa es el use de 

microorganismos, tales como los actinomicetos que producen una gran cantidad de enzimas 

hidroliticas extracelulares con capacidad de degradar los polimeros de Ia materia organica 

disponible (Evangelista y Moreno, 2007). 

Algunos ejemplos de metabolitos producidos por estas 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 celulosa: Aficromonospora, Streptomyces (presentes en cI estiercol y los 

vegetates 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 (Streptomycesfradiae). etc. 

• Productores de inmunosupresores: Policetidos 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 ionotbros que hacen mas eficiente Ia 

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 

actinomicetos de 837 cepas obtenidas de diferentes fuentes, esta colecciOn no se encuentra 

registrada en alguna base de datos nacional o internacional ya que se encuentra en proceso de un 

adecuado analisis, identificacion y clasificaciOn para poder lbrmar 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 hate Inas de 30 alms y su funcion principal es la conservacion ex 

situ de biodiversidad de actinomicetos; han sido de gran importancia y estudio en diferentes 

proyectos de investigacion, proyectos cscolares, docencia y tesis de licenciatura, maestria y 

doctorado. 

En el alio 2004 se identificO una nueva espeeic a partir de esta colecciOn, Rodriguez-Nava 

reclasificO a Ia ahora Ilamada Nocardia mexicana a partir de aislamientos de micetomas humanos 

(Rodriguez-Nava et al., 2004). 

En 2005, Ramirez-Duran creO la primer coleccion de actinomicetos halOfilos en Mexico a partir de 

cepas que pertenecen a esta colecciOn. Este estudio pionero permitio conocer Ia presencia y 

• distribucion geografica de Saccharomonospora (en la zona sur de Mexico) y de Actinopolyspora 

(en la zona norte de Mexico). Ademas dio a conocer caracteristicas hasta entonces desconocidas de 

los actinomicetos halOfilos. 

Los ejemplos anteriores y otros no mencionados han sido estudios realizados con esta 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 Diagnostic° y Referencia EpidemiolOgica, InDRE 

• Hospital Infantil de Mexico "Dr. Federico Gomez" 

• Instituto dermatologico de Jalisco "Dr. Jose Barba Rubio" 

• Cepario del Laboratorio de Produecion de Biologicas de Ia UAM-X 

• Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Michoacan 

• Grupo de Actinomycetales de Merida, Venezuela 
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3. HIPOTESIS 

El analisis en conjunto de las pruebas actuales fenotipicas, 2,enotipicas y filogeneticas modificaran 

la clasificaciOn establecida con metodos tradicionales, de las cepas presentes en la coleccion de 

actinomicetos depositadas en el Laboratorio de ProducciOn de BiolOgicos de la UAM-X. 

0 

• 
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4.1 OBJETIVO GENERAL 

Clasificar en su respectivo tax& cepas de actinomicetos anteriormente identificadas con metodos 

tradicionales, haciendo use de tecnicas actuales de identificacien de bacterias. 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

Realizar una caracterizacion fenotipica de los actinomicetos de estudio. 

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

Interpretar y recopilar la informacion obtenida para establecer las bases para la creacion de un 

catalogo de referencia de las cepas de actinomicetos estudiadas. 

• 
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• 5. JUSTIFICACION 

A pesar de los 6xitos en la Sistemiltica Bacteriana, aun no se ha alcanzado el consenso para definir 

"especie bacteriana". Los bacteriologos dicen quc la diversidad de microorganismos esta organizada 

en clusters discretos fenotipicos y geneticos y que estan separados por amplias diferencias y a estos 

se les ha llamado especics (Sneath, 1985). Sin embargo, hay que reflexionar si la especie debe ser 

considerada por sus caractcristicas especilleas tanto desde el punto de vista genetic° como 

ecologic° o evolutivo. 

A partir de 1980. los cambios en el listado de especics de los actinomicetos ha aumentado 

principalmente en los generos Nocardia, Actinomadura, Rhodococcus y Streptomyces (I,PSN. 

2016), esto ha demostrado la gran heterogeneidad entre las especics ya conocidas, por lo que se han 

realizado diversos estudios tratando de separar a estas bacterias. y aprovechando la tecnologia 

reciente, de acuerdo a sus diferencias Inas sutiles. 

Encontrar una nucva metodologia que permita identificar a los actinomicetos a nivel de espccie es 

de gran importancia, ademas de que debe ser reproducible en laboratorios clinicos, pues de eso 

depende un diagnOstico oportuno y tratamiento eficaz en clinica veterinaria y humana; tambien 

e 

	

	permite el descubrimiento de nuevas moleculas activas que ayuden en la biotecnologia o la creation 

de control biologic° en agricultura; entre otras actividades. El conocer nucstro entorno microbiano 

ayuda a sacarle provecho a las bacterias bien conocidas. 

Por lo anterior cs 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 tecnologicas posteriores. 

i 
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6. MATERIAL Y METODOS 

6.1 Disecto del estudio 

Tipo de estudio: Descriptivo, prospectivo partial, transversal y observacional 

Unidad de estudio: 51 cepas de actinomicetos donadas por el Institute de DiagnOstico y Referencia 

Epidem iolOgica ( I nDR E). 

Etapas del estudio: 

I. Pruebas fcnotipicas 

2. Pruebas genotipicas y filogeneticas 

3. Analisis taxonomic° 

4. Creation de un catalog° (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, ademas de estar 

libre de todo microorganismo contaminante. Un medio de cultivo adecuado para la investigation 

microbiolOgica debe contener por lo menos, carbon°, nitrogen°, azufre, fOsforo y sales inorganicas. 

En ocasiones reran necesarias ciertas vitaminas y otras sustancia inductoras del crecimiento; con el 

fin de tener las sustancias adecuadas para ejercer de donantes o captadores de electrones para las 

reacciones quimicas que tengan lugar. 

Nocardia generalmente crece en la mayoria de los medios de laboratorio, crecen lentamente, en 

especial si se encuentran en medios no selectivos, son estrictamente aerobios y tienen la capacidad 

de crecer a diferentes temperaturas. La mayoria de las bacterias patogenas, como las utilizadas aqui, 

requieren nutrientes complejos similares en composiciOn a los liquidos organicos del cuerpo 

humano; por eso, la base de muchos medios de cultivo es una infusion de extractos de came y 

peptona a la que se anadiran otros ingredientes. 

Las cepas se sembraron para su reactivation en medio de cultivo agar dextrosa Sabouraud (ADS), 

(13ioxon 214700). a 37"C en incubaciOn hasta su crecimiento (4-30 dias). 

Agar Dextrosa Sabouraud: 

40g Dextrosa 

5g 	Peptona de came 

5g 	Peptona de caseina 

15g Agar 

II, 	Agua 
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Posteriormente se resembraron en medio sOlido del mismo en cajas Petri con la tecnica de "botOn" 

para observar su crecimiento colonial y tambien en 50 mL de medio dextrosa Sabouraud en matraz 

de 100 mL Erlenmeyer con agitaci6n a 200 rpm, para Ia realizaciOn de pruebas. 

6.3 Pruebas fenotipicas 

El analisis fenotipico de las caracteristicas observables de una bacteria proporciona numerosos 

rasgos que pueden utilizarse para la diferenciacion entre especies 

a) Morfologia macroscopica: Se observO las caracteristicas de las colonial en forma de "boton" 

y se anotaran las caracteristicas de color, tOrma, textura y tarnalio. 

Cuadro 4. Caracteristicas de Ia colonia que se describiran 

Color Forma Textura Taman() 

Blanco 
Crema 

Amarillo 
Anaranjado 

Rojo 
Café 

Redonda 
Estrella 
Irregular 

Plana 
Elevada 
Rugosa 
Suave 
Dura 

Chica 
Mediana 
Grande 

b) Morfologia microscopica: Se realizO Ia tincion de Gram para basqueda de caracteristicas 

especificas en un microscopio Leika mod. 1349521X. 

Cuadro 5. Caracteristicas de la celula que se describiran 

Forma de Ia celula Tipo de Gram 

Gram-positivas 
Gram-ncgativas 

Cocos 
Bacilos 
Hifas 

c) 	Pruebas bioquimicas: Las cepas en medio liquid() se utilizaron para las pruebas bioquimicas 

automatizadas y estandarizadas API® 20E, API® 50CI I, API® 20NE y API® ZYM del laboratorio 

bioMerieux®; y para sensibilidad a antibioticos, dando un total de 134 pruebas. 

Cada prueba se realizo de Ia si2uiente manera: 
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API 20E 

I. Se agrego agua destilada en los alveolos para crear un ambiente hamedo. 

2. Se agrego Ia suspension bacteriana con referencia a I de mcFarland en los tubos de la galeria 

evitando formar burbujas al fondo del tubo. 

• Para las pruebas CIT VP y GEL se Ilene' el tubo y Ia dipula. 

• Para las demas pruebas se Ilene) solo los tubos. 

• Para las pruebas ADH, LDC, ODC, H2S y URE se Reno la capula con aceite de parafina 

para crear un ambiente anaerobio 

Paralina liquida 

3. Se cerrO Ia camara e incubo a 37°C por 7 digs. 

4. Se realize) la lectura cada 24 horas e interpretO de acuerdo con la Tabla del instructivo. 

• Se agrego una gota de reactivo TDA a la prueba 'FDA. Un color rojo-marrein indico 

positivo. 

• Se agregO una gota de reactivo JAMES a la prueba de IND. Un color rosa indicO positivo. 

Esta prueba se realize) al final por posible desprendimiento de gases. 

• Se agrego una gota de reactivo VP I y VP2 a Ia prueba VP y esperamos 10 min. Un color 

rosa-rojo indicO positivo, si aparece 10 minutos despue.s es negativo. 

5. Las pruebas que no se encuentraron Bien dcfinidas se incubaron 24 horas mas y posteriormcnte 

se realize' la lectura sin agregar nuevamente los reactivos. 

• En los ensayos complementarios (reduction de nitratos y nitritos y formation de 

nitrOgeno). Se agregO una gota de reactivos NITI y NIT2 en Ia prueba (11_,11 y esperamos 

de 2 a 5 min. 

• Un color rojo indico positivo (NO2). 
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• Un color amarillo o presencia de microburbujas indico negativo (N2) y se agregO de 2 a 3 

mg. de Zinc en la prueba GLU y esperamos 5 minutos; amarillo indicO positivo (N2) si 

cambio a naranja-rojo indico negativo (NO2). 

Figura 8. Resultados 
14.44  61 	 negativos y positivos de 

. 	la prueba API 20E. 

API 50 CH 

I. Se agregO agua destilada en los al‘eolos para crear un ambiente h6medo. 

2. Se realizo una suspensiOn de turbidez igual al patron 3 de McFarland y anotar el nOmero de 

gotas utilizadas. 

3. Se use una ampolla de API 50CIIB/E Medium para inocular con dos veces el namero que gotas 

de la suspension anterior. 

4. Se agregO la suspension bacteriana en los tubos de la galeria evitando formar burbujas al fondo 

dcl tubo. 

5. Se cerro Ia camara e incubo a 37°C por 7 dias. 

6. Sc realizo Ia lectura cada 24 horas c interpreto de acuerdo con Ia fabla del instructivo. 

7. Un color amarillo y negro para esculina (tubo 25) indico positivo. 

8. Las pruebas que no se encontraron Bien definidas se incubaron 24 horas mas y posteriormente 

se realizO Ia lectura. 

Negativo Positivo 

7414(111117-',"?, 

WY Y. '-w.IFYY'rrW7 

Fr7,  

Figura 9. Resultados 
negativos y positivos de 
Ia prueba API 50CI I. 
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Figura 10. Resultados positivos de la prueba API ZYM. 

Positivo 

API ZYM 

1. Se agregO agua destilada cn los alveolos para crear un ambiente h6rnedo. 

2. Se at-ladle, de la suspension bacteriana de 6 de patron de turbidez de mcFarland 65 microlitros 

por c6pula evitando formar burbujas al fondo del tubo. 

3. Se cerrO la camara e incubO a 37°C por 24 horas. 

4. Se realize la lectura e interpreto de acuerdo con la Tabla del instructivo. 

5. Se anadio una gota de reactivo ZYM A (tensoactivo) y reactivo ZYM B en cada cupula. 

6. Las pruebas que no se encontraron Bien definidas se incubaron 24 horas mas y posteriormente 

se realize la lectura. 

API 20NE 

1. Se agregO agua destilada en los alveolos para crear un ambiente h6medo. 

2. Se rellenaron los tubos de NO3 a PNPG con la suspension bacteriana de patron 0.5 de 

McFarland 

• Se transfirieron 200 microlitros de la suspension McFarland en la ampolla API AUX 

Medium 

• Se rellenaron los tubos y cupulas desde GLU a PAC. 

• Se rellenaron con aceite de parafina los ensayos GLU, A1)11 y URE para crear un ambiente 

anaerobio. 
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Positive 111111i0 

Figura I I. Resultados 
negativos y positivos de 
la prueba API 20NE. 

Negative 

3. Se terra la camara e incube a 37°C por 7 dias. 

4. Se realize Ia lectura cada 24 horas y se interprets de acuerdo con la Tabla del instructivo. 

• Se anotaron los resultados de los ensayos convencionales (GLU, ADI I, URE, ESC, GEL y 

PNPG). 

• Se afiadie una gota del reactivo N11.1 y NIT2 en la cupula de NO3 Despues de 5 min un 

color rojo nos indite positivo. Si fue negativo, se agrege 2-3 mg de reactivo Zn en Ia 

cupula de NO3 Despues de 5 min incoloro indice positivo, un color rosa-rojo indice 

negativo 

• Se aiiadie una gota de reactivo James en "I'1213, un color rosa en toda Ia cupula indice 

positivo (solo se deben leer 24 horas despues). 

• En los ensayos de asimilacien una cupula turbia indict) positivo. 

5. Las pruebas que no se cncontraron bien definidas se incubaron 24 horas Inas y posterionnente 

se realize Ia lectura. Antes de incubar se quite con una pipeta los reactivos de NO3 y TRP para 

evitar la reaction con otras pruebas. 

6. La prueba de oxida se realize poniendo una muestra de la colonia en papel filtro de 6mm y 

posterionnente una gota de Oxidasa sobre la colonia. Despues de 20 segundos se observe, un 

color azul indice positivo. incoloro indice negativo. 

Sensibilidad a antibiotieos 

• Cada cepa se sombre en medio liquido Sabouraud hasta su crecimiento 

• Posteriormente se agreg6 I mL de ese medio a una placa de ADS esteril. 

• Se puso un disco de antibieticos para bacterias Gram positivas en la placa y se deje incubar 

hasta su crecimiento. 

• Se marco sobre la placa en donde se observe un halo de inhibicien. 

• Se repitie la tecnica utilizando un disco de antibieticos para bacterias Gram negativas. 
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6.3.1 Analisis fenotipico 

1. Las bacterias por ser clasiticadas se analizaron a traves de un nOmero grande de pruebas 

bioquimicas y morfologicas. En seguida se creo 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 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

2. Cada una de las cepas se comparO con cada una de las restantes utilizando el programa N I SYS 

(Numerical Taxonomy System) el cual hate lo siguiente: las propiedades entre cada par de 

cepas en comparaciOn se les establecio un valor numOrico, las propiedades iguales en ambas 

cepas tuvieron valor dc -uno" y las propiedades que no lueron iguales tuvicron valor 

-cero" (Serrano y Sandoval, 2005). 
Cuadro 7. Resultado posible 

de una prueba 
Cepa I 

A B C D E 
	

H 

C
ep

as
  d

e  
m

ic
ro

or
ga

n i
sm

os
  

1 	0 

c 	d 

0 	1 

• El grado de semejanza file determinado por el coeficiente de similitud simple (Ssm). 

%Ssm NOmero de caracteres comoartidos  X 100 
NOmero total de caracteres 
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Tambien puede expresarse como: 

%Ssm= 	Ed) X 100 
n 

Donde La es el (limier° de caracteres positivos (+) compartidos entre dos cepas, Ed es el nUmero de 

caracteres negativos (-) compartidos y n el ninnero total de caracteres. 

• A partir del Ssm se realiza una matrix de similitud no jerarquizada que posteriormente se 

organizard en grupos con base en el Ssm mas alto, a esto se le denomina "Analisis de 

grupo". 

MATRIZ NO JERARQUIZADA 
Coeficiente dc similitud simple (Ssm) 

1 100 
2 100 100 
3 100 100 100 

(13 	4 15 15 15 100 
< 5 15 15 15 100 100 
0_ 6 15 15 15 100 100 100 Se compara entre 
w 7 15 15 15 100 100 100 100 cepas con base en 
U 8 

9 
69 
69 

69 
69 

69 
69 

15 
15 

15 
15 

15 
15 

15 
15 

100 
100 100 su Ssm 

10 76 76 76 7 7 7 7 92 92 100 
11 76 76 76 7 7 7 7 92 92 100 100 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

CEPAS 

MATRIZ JERARQUIZADA 
Coeliciente de similitud simple (Ssm) 

100 
2 100 100 
3 100 100 100 

U7  10 76 76 76 100 
< 11 76 76 76 100 100 
0_ 	8 69 69 69 92 92 100 
LLI 	9 69 69 69 92 92 100 100 

(.3 	7  15 15 15 7 7 15 15 100 
6 15 15 15 7 7 15 15 100 100 
5 15 15 15 7 7 15 15 100 100 100 
4 15 15 15 7 7 15 15 100 100 100 100 

1 2 3 10 11 8 9 7 6 5 4 

CEPAS 
Figura 12. Matrix de semejanza entre cepas dependiendo de su Ssm. 

• Cada cepa se extrajo de la matrix en el nivel Inas alto de similitud con cualquicr otra cepa 

formado nucleos (clusters) 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 base 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 1 

Cepa 3 

Cepa 5 

Cepa 11 

Cepa 8 

Cepa 6 

Cepa 9 

Cepa 4 

S 
	 Figura 13. Ejemplo de dendrograma. AgrupaciOn de las cepas a partir 

de las matrices jerarquizadas. 

6.4 Pruebas geneticas y filogeneticas 

El gen 16S rRNA es de aproximadamente 1500 nucleOtidos, a partir de cuya secuencia se puede 

obtener informaciOn filogenetica y taxonOmica de los procariontas. Su secuencia se encuentra 

altamente conservada, presentando regiones comunes a todos los organismos, pero contienen 

variaciones donde se concentran zonas especificas. La comparaciOn de las secuencias de los ARNr 

16S (o de los genes que los codifican) permite establecer las relaciones Illogeneticas existentes 

entre los organismos procariotas. En microbiologia clinica Ia identiticaciOn molecular basada en 

ADNr 16S se utiliza fundamentalmente para bacterias cuya identificaciOn mediante otro tipo de 

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

Extraction de ADN: Se Hey() a cabo Ia extraction del ADN siguiendo el protocolo especificado por 

el fabricante del kit Promega Wizard® del laboratorio Genomic. 

• Se resuspendio el both() de celulas con 480 µL de EDTA 0.5 M 

• • Se adiciono 120 pi, de lisozima y mezclo cuidadosamente. 

• La muestra se incubo a 37°C por 1 hora, se centrilugO a 14000 rpm durante 2 minutos y 

removio el sobrenadante. 
32 



• 600111, de solucion de lisis nuclear de paquetc de purification de ADN se agrego y mezclo. 

• Se incubo a 80°C durante 5 minutos y se dejei enfriar a temperatura ambiente 

• Se adiciono 3 [1.1_, de solucion de RNAsa y mezclo por inversion del tubo por 3 veces. 

• Se incubO el tubo a 37°C por 1 hora, se dejo enfriar a temperatura ambiente. 

• 200 pt de solucion de precipitation de proteinas se ariadiO y agitO con vortex 

vigorosamente durante 20 segundos. 

• Se incub() la mezcla en hielo durante 5 minutos. 

• Posteriormente se centrifugO a 14000 rpm por 3 minutos y tranferi el sobrenadante a un 

tubo eppendorf de 1.5 mL limpio y esteril el cual contenia 600 [it de isopropanol 

• Despues se mezclo suavemente hasta que se observO la formation de hebras de ADN. 

• Se centrifugO a 14000 rpm durante 2 minutos 

• Fue drenado cuidadosamente el tubo en papel absorbents, se adiciono 600 pt de etanol al 

70% y agito v arias veces el tubo delicadamente cuidando no despegar el pellet de ADN. 

• Se centrifuge a 14000 rpm durante 2 minutos, se amino cuidadosamente el etanol y se dej6 

secar al aire de 10 a 15 minutos. 

• Finalmente, se agregO 100 p.L de soluciOn de rehidrataciOn y fue colocado en refrigeration a 

4°C por una noche. 

I)) Amplification del gen 16S rRNA: Esta tecnica se utiliza para conocer el &tier° y especie de 

bacterias, debido a que esta distribuido universalmente entre estas. es  estable, conservado y tiene 

una longitud adecuada (Clarridge, 2004). Para realizar la identificaciOn de los microorganismos se 

utilizaron los siguientes "primers" o cebadores universales. 

27f: 5'-AGAGTTTGATCMTGGC FCAG-3' 

1492r: 5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3.  (Land et al, 1991). 

I. La preparation para la PCR fue: 

• 14.3 µ1_, de 1120 

• 2.5 	de Buffer 

• 2.5 uL de cada primer 

• 0.21.11_, de Taq Polimerasa (Iaboratorio BioLine) 

• 3µL de ADN 

2. Las condiciones del cielo termico para la amplificaciOn del gen 16S rRNA fueron las siguientes. 

• Pre-desnaturalizacion por 5 minutos a 94°C. 

• DesnaturalizaciOn por 1 minuto a 94°C. 

• Alineamiento del cebador por 30 segundos a 59°C 

• Amplification por I minuto a 72°C. 
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• Elongation por 10 minutos a 72°C 

• 30 ciclos 

3. Los fragmentos ampliticados fueron observados mediante una electroforesis en el gel de agarosa 

al 1% 

• Se peso Ia agarosa y se midio el volumen correspondiente de soluciOn TAE IX. 

coloctindolos en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. 

• Se fue agitando suavemente y se calento en el horno de microondas por aproximadamente 

40 segundos hasta Ia disolucion de todos los sOlidos. 

• Se armO la camara de electroforesis horizontal y se agrego Ia agarosa sobre el molde, se 

dejo solidificar la agarosa y se retiro cuidadosamente el peine. 

• Se tomo 5 µ1, de muestra y se mezclO con el buffer de carga colocando Ia mezcla en los 

pozos de la camara cuidadosamente. 

• Se coloco 3 µI, del marcador de peso molecular (300-10000 pb. Trading New 

Technologies). 

• Se cur() la camara de electroforesis y se programa a 120 Volts y 300 µAmperes por 30 

minutos. 

• Colocamos el gel de agarosa en la camara de tenido que contiene una solution de bromuro 

OP 
	 de etidio (BrEt), durante 40 segundos. 

• Se transfiriO el gel a la plancha del fotodocumentador, colocando la tapa y encendiendo la 

luz UV y la camara fotografica. 

• Capturamos Ia imagen y guardamos el archivo. 

4. Los fragmentos ampliticados fueron enviados al servicio de secuenciacion Macrogen en 

Maryland, Estados Unidos. 

5. Identification de especies: Las secuencias obtenidas se analizaron y editaron con el programa 

BioEdit (Biological sequences alignment version 7.2.5). IJna 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 Ia identification de las cepas. 

6.4.1 Analisis filogenetico 

En el analisis filogenetico, se estudia la historia evolutiva de un grupo de organismos. Como 

carecemos de un conocimiento direct() del camino seguido por Ia evolucion, la premisa es que las 

bacterias estan relacionados por la herencia, y que Ia secuencia de un genoma bacteriano es 

IP 	un registro explicit° de los ancestros de dicha bacteria. Como la evolucion es un proceso de 

herencia del cambio nucleotidico, analizar las diferencias en Ia secuencia de ADN de distintas 

bacterias debe permitirnos reconstruir su historia filogenetica (Madigan et al., 2009). 
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• LAnalisis filogenetico: Se obtuvieron secuencias del GenBank del NCBI (Benson et al., 2008) 

correspondientes a los generos y especies con las que las cepas a identificar presentaron los 

porcentajes mas altos de semejanza. Se realizo un alineamiento multiple de todas las secuencias con 

el programa BioEdit (Hall. 1999; 2011). 

Cuadro 8. Ejemplo de alineamiento de las secuencias. 

ORGANISM() SECLIENCIA 

Cepa I 	 CGARTCGCCTGACTGARTCGG 

Cepa 1 	 CGATTCGCCTGACTGAGTCGG 

• Se construyo el arbol filogenetico por el metodo de maxima parsimonia con el programa 

MEGA (version 6.0) (Kumar et al., 2008). El metodo de maxima parsimonia en Ia 

reconstruction filogenetica tiene como objetivo Ia b6squeda e identification de un posible 

arbol filogenetico que requiera el menor nUmero de eventos evolutivos. Los datos que se 

utilizan se recogcn en una matriz que puede estar formada por secuencias de ADN 

prey iamcnte al ineadas 

Se utilizan las siguientes ecuaciones. 

D.: n In [n/(n-D)] 

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

nucleoticios (Margoliash y Smith, 1965). 

Kn.= -3(3/4)1141.0-(4/3)k] 

Esta ecuacion calcula la velocidad de nucleotidos sustituidos, donde k es la fracciOn de diferentes 

residuos (Hori y Osawa, 1979). Estas correcciones tienen un mayor niunero de cambios estimados 

que cambios obscrvados e intenta contar la variation de las secuencias no observables. 

• 

• 
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Cuadro 9. Estimacion de Ia distancia evolutiva 

• Distancia evolutiva Distancia evolutiva 

correcta 

Cepa 1 	> Cepa 2 0.25 
	

0.30 

Cepa 1 	> Cepa 3 0.33 
	

0.44 

Cepa 1 	> Cepa 4 0.42 
	

0.61 

• La estimacion de Ia distancia de las ramas en el arbol se estima con el metodo de Neighbor-

joining: Es un metodo basado en que el mejor arbol es aquel que minimiza la longitud de las 

ramas internas. Para ello, a partir de un arbol 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 Ia longitud de cada una de las 

ramas internas. aunque no se asegura una longitud minima global. Con este metodo se obtiene un 

arbol no enraizado y aditivo. en el que la longitud de sus ramas indica cambio evolutivo (Serrano 

y Sandoval, 2005). 

• 

36 



40 
35 
30 
25 
20 
15 
10 

5 

N
.  

7. DISCUSION DE RESULTADOS 

El estudio de cepas de actinomicetos es de gran importancia en diferentes ambitos, el conocimiento 
general de estos microorganismos aclara el panorama a Ia hora de ser utilizados en diferentes 
estudios. 

El principal objetivo de este proyecto fue realizar una correcta identificacion taxonOmica de 51 
cepas mediante tecnicas fenotipicas y moleculares actuales y precisas, estas cepas anteriormente 
habian sido identificadas con cinco pruebas bioquimicas y se pretendiO comparar los metodos 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 realizadas y esto podria explicarse si 
estudiamos tambien el habitat de donde se obtiene. Las cepas de suelo, agua, infecciones animates o 
humanas estan expuesta a diferentes sustratos e interacciones con otros organismos, por lo que su 
adaptation a esos ambientes puede determinar su variabilidad metabolica. Las cepas de este estudio 
son de origen clinico, sin embargo, sus caracteristicas incluso de infeccion son diferentes. No se 
estudio su mecanismo de patogenicidad, pero la informaci6n obtenida sobre el tipo de infeccion y el 
tipo de pacientes nos ayuda a conocer mejor a Ia bacteria. 

A pesar de no ser la (mica encontrada como agente patogeno, N. brasiliensis sigue siendo la que 
encontramos con mayor frecuencia en casos clinicos, de las 51 cepas, 32 cepas (62.74%) son de esta 
especie, seguida por N. asteroides con 8 cepas identiticadas (15.68%) por lo que se cree son las que 
tienen mayor capacidad de infectar o las que se encuentran en mayor concentration en el ambiente. 
En Ia grafica podemos observar el nUmero de casos de cada especie encontrada. 

Grafica 3. Nurnero de especies encontradas en las cepas de estudio. 
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e N. wallacei es una especie poco frecuente en infecciones, y al ser reciente su identifica ci6n, no se 

conoce ampliamente, en este estudio se encontro en un paciente con VIH, por to que sigue un 

patron de infecciOn, como indica Ia literatura, se ha encontrado principalmente en pacientes 

inmunocomprometidos como es este caso. Ademas, en la revision, se buscaron infecciones de este 

tipo y encontramos que es el primer caso en nuestro pals por esta bacteria, este hallazgo cambia en 

primer lugar, Ia epidemiologia de nuestro pals, pues hasta hace pocos aiios, las infecciones de 

actinomicetos se le atribufan a N. brasiliensis, pero ya se sabe que tambien es provocada por otras 

especies aunque han sido menos reportadas, y ahora tambien 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 et al.. 2008; Hamid et al., 2013; 

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

Por otra parte, el crecimiento de nuestras cepas, asi como de Ia mayoria de los actinomicetos es muy 

lenta, las cepas crecieron en un periodo de 15 a 45 dias, es un problema, ya que al tenerlas en 

incubacion a 37°C el medio de cultivo empieza a deshidratarse antes de que la cepa empiece a 

crecer; una alternativa es usando placas de medio sOlido muy gruesas o usando mayor cantidad de 

medio liquido de lo usual. 

Debido a su crecimiento lento, hay que prestar atencion a Ia contaminaci6n que crece mas rapid() 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 estas 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, tambien 

llamado estadio log. 

En la vista microscopica pudimos observar que todas las cepas son caulas Gram positivas, es decir, 

que se tifien de color violeta o morado con Ia tincion de Gram, caracteristicos de todos los 

actinomicetos debido a Ia composicion de su pared; las nocardias crecen en forma de hifas 

produciendo un micelio, algunas tienden a fragmentar en formas cocobacilares mientras envejece Ia 

colonia. 

En dos cepas se observe, que el crecimiento fue en forma de cocos, pero esas cepas fueron 

identificadas como el genero Rhodococcus, lo cual se entiende en su forma tanto microscopica 

como macroscopica. Anteriormente, los actinomicetos eran confundidos con los hongos ya que son 

muy similares al microscopic). desde su tinciOn hasta la forma de sus hifas, por eso, en muchos 

casos de infeccion el tratamiento era un antif6ngico, lo que provocaba Ia cronicidad de Ia infecciOn. 
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Figura 15. Microscopia de cepa de 
Rhodococcus rhodochrous. Las celulas tienen 
un crecimiento en forma de cocos. 
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Fotografia microscopica 

Figura 14. Microscopia de cepas de Nocardia brasiliensis. Todas 
las celulas tienen un crecimiento en forma de hifas. 
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En la vista macrosc6pica se utilizO un solo medio de cultivo para que no hubiera diferencias en los 
nutrientes que permitieran polimorfismo en las colonias. Pudimos observar mucha variabilidad, no 
solo en la comparaciOn entre cepas de diferentes especies; tambien encontramos variabilidad entre 
colonias de la misma especie. Para N. cyriacigeorgica, N. veteran y N. wallacei solo hubo una 

cepa identificada de cada especie por lo que no se pudo determinar si existe un patrOn de 
crecimiento. En N. otilidiscaviarunt se observO que las cepas eran muy similares entre si, sin 
embargo tambien encontramos que eran muy similares con otras especies. En cuanto a N. 

brasiliensis, N. asteroides y N. farcinica fueron los grupos con mayor ninnero de cepas, pero que su 
crecimiento colonial no era un patr6n que pudiera guiarnos para su identification 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, suele cambiar a anaranjado sucio, 
morado y café mientras envejece la colonia; tambien suelen obtener una superficie de aspecto 
polvoso de color blanco que es el micelio aereo de las colonias. Por lo anterior, no podemos usar el 
aspecto colonial como patron de identificaciOn. Las siguientes fotografias fueron de cepas 
identificadas como N. brasiliensis. 

Fotografia macroscopica 

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 

fermentation. reduccion u oxidation y sensibilidad o resistencia a antibioticos. 

Las pruebas automatizadas utilizadas son especialmente para Ia 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 solution McFarland que se utilizo se cambiO 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 flamer° de 

celulas jovenes que permiten utilizar los sustratos de cada pocillo; por otra parte Ia lectura no se 

podia hacer anicamente en 24 horas como se indica, ya que a ese tiempo todavia no hay crecimiento 

de nuestras bacterias. Sin embargo, Ia lectura se hizo cada 24 horas durante 7 digs, para poder 

determinar la lectura correcta. 

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

automatizadas a72 horas de su realizaciOn e incubaciOn. 

Establecimos que el tiempo Optimo de lectura es a las 48, 72 y 96 horas, pues a esos tiempos, las 

bacterias jOvenes en crecimiento comienzan a utilizer los sustratos. A 48 y 72 horas hubicron 

minim° 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 hicieramos Ia lectura despues de 96 horas, observamos que los 

reactivos como el rojo de fenol (en la prueba API 50CH) comienzan a deteriorarse y en los pocillos 

observamos cambios de color de falsos positivos. Tambien determinamos que Ia prueba API 50CH 

• no es (Ail para identificacion de nocardias de forma rutinaria en laboratorios de diagnostic°, pues de 

las 49 pruebas, Unicamente la prueba de Esculina (prueba 25) da positivo para todos los 

actinomicetos empleados, y las demas pruebas dan negativo en mas del 90% de los casos; ademas, 
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Ia prueba de esculina tambien se encuentra en la API 20NE, por lo que podemos desechar la API 
50CH para evitar perdida de dinero y tiempo. 

Las pruebas de sensibilidad a antibiOticos nos enseno que la sensibilidad es importante al momento 

de combatir a una especie especifica, sin embargo, Ia sensibilidad tambien cambia de cepa en cepa 
(hay diferencias entre cepas ambientales y clinicas), y esta prueba es importante realizarla siempre 
que se trate de un diagnOstico clinic°, pues la cepa es resistente a antibi6ticos dependiendo del lugar 
donde es aislado o si el paciente ha sido expuesto a un antibiotic°, no siempre es confiable los 
resultados de un laboratorio de referencia, pues Ia resistencia se debe a muchos factores a los que 
esta expuesta cada cepa, como se ha visto en estudios anteriores y en Ia experiencia. 

0 

Figura 18. Ejemplo de Ia prueba de sensibilidad a antibiaticos. Los halos de inhibition representan 
la sensibilidad de la cepa a el antibiotic° que se encuentra en el disco blanco. 

Gracias a la realizaciOn de 130 pruebas bioquimicas automatizadas realizadas a 51 cepas, podemos 
realizar un nuevo patr6n de identificacion a partir de las pruebas del laboratorio BioMerieux para 
nocardias, asi como esta establecido para las enterobacterias; esta propuesta ayudaria a los 
laboratorios clinicos, evitando tiempo prolongado en la realization de diversas pruebas, tambien 
evitaria confusiones en el diagnostic° 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 Oiler°. Queda como un estudio posterior para se 
analizado con detenimiento. 

Las pruebas bioquimicas tambien 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 Biologicos 

N.a: Nocardia asteroides 
N.b: Nocardia brasiliensis 
N.c: Nocardia cyriacigeorgica 
N.f: Nocardia farcinica 
N.o: Nocardia otilidiscaviarum 
N.v: Nocardia veterana 
N.w: Nocardia wallacei 
R.r: Rhodococcus rhodochrous 

• # • # 	• 	 • 	 • 

	 N.b(4167) 
	 N.13*(4016) 

N.b• (4 069) 
	N.b(4 081) 

N.b(4 026) 
N.b• ( 4279) 
N.b• ( 4 015) 
N.8*(4418) 
N.a. (4 40 7) 
N.b(4 051) 
N.b(4 025) 
N.8(4420) 
N.b(4 057) 
N.b(4 078) 
N.b(4 053) 
N.b(4141) 
N. b(4113) 
N.b(4 038) 
N.b(4134) 
N.b(400 2) 
N.b(4106) 
N.b(4175) 
4307 
N.b*(420 8) 
N.13*(4261) 
N.b(4029) 
N.b(40 47) 
N.b*(4231) 
4428 
N.b(4037) 
N.b(4 099) 
N.8*(4464) 
N.8*(4437) 
N.b(4125) 
N.b(4 028) 
N.c(4 772) 
N.1(4406) 
N.1(4315) 
N.44615) 
N.8*(4414) 
N4*(4409) 
N.1(4605) 
N.8*(4403) 
N.b.(406 0) 
N.b(4 00 4) 
N.o(4613) 

	CR.r(4086) 
I- R44085) 
	N.vt(MIC-S DA: 

N.b(4 04 8) 
N.b(4139) 

• 

0.60 	 0.70 	 0.80 	 0.90 
	

1.00 

COEFICIENTE DE SIMILITUD SIMPLE 

Figura 19. Dendrograma realizado con el programa NT SYS. 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 Ia 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 antibiotico u otro proyecto biotecnolOgico, 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 complctos obtenidos en las pruebas bioquimicas API y sensibilidad a 
antibioticos se incluyen en los anexos. 

La prueba molecular 16S rRNA es muy importante en Ia 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 metodo rapid° y muy 
preciso para identificar una bacteria, ademas podemos conocer la composiciOn del ADN y saber el 
porcentaje de nucleonidos que la conforman. 

Nuestras bacterias demostraron tener alto porcentaje de guanina y citocina, caracteristico de los 
actinomicetos. Ademas 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 to que entramos en un problema de resoluciOn, 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 nucleotidos; al final se nombraron como N. farcinica, ya que Ia otra especie sigue en 
estatus de revision como especie nueva, sin embargo. seria conveniente hacer use 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. 
altainirensis en NZTaxon, Ia diferencia fue de 0.31% lo que represents 1 nucleotido de diferencia, 
al final se nombrO como N. brasiliensis pues nos ayudamos de un arbol filogenetico para ver que la 
cepa se agrupaba con otras cepas de esa especie. En todas las demas cepas hubo concordancia con 
ambas bases de datos. ademas todas se 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 
prueba molecular sirvio para contirmar que son del Omer° Rhodococcus, pues aunque Ia morfologia 
colonial y celular mostraban que eran muy diferentes a las demas y podia tratarse de otro getter°. la 
identificaciOn anterior que era tradicional Ia habia identificado como Nocardia sp. Esta prueba es 
muy Otil en el diagnostic° rapid°. sin embargo. es  mss costosa que las pruebas bioquimicas 
tradicionales y se necesitan tecnicos capacitados para su empleo. Ademas, las secuencias de 
nuestras cepas fueron enviadas y aceptadas en Ia base de datos del GeneBank, por lo que cualquier 
persona en eI mundo puede acceder a ellas y utilizarlas como comparaciOn o revision con otros 
estudios. 
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En la siguiente tabla se muestra la identificaciOn anterior con las pruebas tradicionales y la 

identificacion molecular realizada en este estudio. 

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

CLAVE 
DE CEPA 

ANTECEDENTES IDENTIFICACION MOLECULAR 

HISTORIA 
CLINICA 

IDENTIFICACION 
ANTERIOR BLAST EZ TAXON 

CLAVE EN 
GENEBANK 

4002 TalOn Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
A'ocardia altamirensis 

99.31% 
KP025756 

4772 SIN 
IDENTIFICACION 

SIN REGISTRO KP025742 Nocardia 
cyriacigeorgica 99/0 

Nocardia 
cyriacigeorgica

995 

4315 
LesiOn en la 
regi6n axilar 

SIN 
IDENTIFICACION 

Nocardia farcinica 
100% 

Nocardia 
kroppenstedtii 99.84% 

KP025714 

4141:SIN REGISTRO 
SIN IDEN'FIFI- 

CACION 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

99.85% 
KP025732 

4406 SIN REGISTRO Nocardia asteroides 
Nocardia farcinica 

99% 
Nocardia 

kroppenstedtii 99.25% 
KP025746 

4615 SIN REGISTRO Nocardia asteroides 
Nocardia veteran 

99% 
Nocardia veterana 

99.63% 
KP025729 

4086 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Rhodococcus 

rhodochrous 99% 
Rhodococcus 

rhodochrous 99.78% 
KP025709 

4085 SIN REGISTRO N 	brasiliensis 
Rhodococcus 

rhodochrous 99% 
Rhodococcus

ocardia 
rhodochrous 99.41% 

KP02571 I 

4605 SIN REGISTRO Nocardia globerulata 
Nocardia farcinica 

99% 
Nocardia 

kroppenstedtii 99.71% 
S/D 

4420 SIN REGISTRO Nocardia curiae 
,Vocardia 

otitidiscaviarum 
99% 

Nocardia 
otitidiscaviarum 99% 

S/D 

4613 SIN REGISTRO ,'Nocardia erithropolis 
Nocardia 

ofitidiscaviarion 
99% 

Nocardia 
otitidiscaviarum 

99.4% 
KP025741 

MIC-SIDA SIN REGISTRO 
SIN 

IDENTIFICACION Nocardia wallacei Nocardia wallacei SID 

4167 SIN REGIS"FRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis

KP025743 
99.84% 

4081 M. toraxico Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis

KP025737 
99.56% 

4057 M. en brazo Nocardia brasiliensis 
, Vocardia 

brasiliensis 100% 
Nocardia brasiliensis

KP025735 
100% 

4125 SIN REGIS'FRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis

KP025749 
99.32% 

4026 SIN REGIS'rRO A 	brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensiss

'ocardia 
99.92% KP025748 

4028 
M. en pierna 

derecha Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

99.19% 
KP025749 

4134 SIN REGISTRO N 	brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis

ocardia 
100% 

KP025750 

4078 SIN REGIS'FRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis

KP025752 
99.39% 

M.toraxico y 
pulmonar Nocardia brasiliensis 

Nocardia brasiliensis 
 

Nocardia 
brasiliensis 99% 99.77% KP025753 

4113 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

 
99.78% 

KP025731 
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4038 
M. toraxico y 

pulmonar ' Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

99.7% 
KP025762 

4106 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia Nocardia 

99% 
Nocardia brasiliensis 

99.41% 
 KP025760 

4029 M. en pie Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 100% 
Nocardia brasiliensis 

99.55% 
KP025761  

4139 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

99.93% 
KP025736 

4004 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

99.62% 
KP025739 

4047 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

99.21% 
KP025730 

4053 M. en pie Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

99.7% 
KP025740  

4175 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

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 

4307 SIN REGISTRO 
SIN 

IDENTIFICACION 
SIN 

IDENTIFICACION 
SIN 

IDENTIFICACION S/D 

4261 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 
Nocardia brasiliensis S/D 

4208 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensisNocardia 
brasiliensisNocardia 

brasiliensis S/D 

4428 SIN REGISTRO 
SIN 

IDENTIFICACION 
SIN 

IDENTIFICACION 
SIN 

IDENTIFICACION S/D 

4279 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 
Nocardia brasiliensis S/D 

4016 M. en pie Nocardia brasiliensis 
ocardi a N 

brasiliensis 
Nocardia brasiliensis S/D 

4015 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 
Nocardia brasiliensis S/D 

4069 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia

brasiliensis 
Nocardia brasiliensis S/D 

4051 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

99.93% 
KP025744 

4407 SIN REGISTRO Nocardia asteroides Nocardia asteroides Nocardia asteroides S/D 

4048 SIN REGISTRO Nocardia brasiliensis 
Nocurdia

Nocardiu 
brasiliensis 

brasiliensis S/D 

4060 M. en pie :Nocardia brasiliensis 
Nocard a brasiliensis 

Nocardia brasiliensis S/D 

4025 M. en pierna Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

99.92% 
KP025759  

4231 SIN REGISTRO N 	brasiliensis 
Nocardia

ocardia 
brasiliensis 

Nocardia brasiliensis S/D 

4099 M. en pie Nocardia brasiliensis 
Nocardia 

brasiliensis 99% 
Nocardia brasiliensis 

99.32% KP025757 

4464 SIN REGISTRO Nocardia asteroides Nocardia asteroides Nocardia asteroides S/D 

4437 SIN REGISTRO A'ocardia asteroides Nocardia asteroides Nocardia asteroides S/D 
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El analisis filogenetico agrupa a las cepas dependiendo de la similitud en su secuencia del gen 16S 
rRNA (u otros genes utilizados). El arbol filogenetico 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 el camino 
evolutivo de cada cepa, al ver agrupadas algunas cepas sabemos que estas 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 nucleotidos en su gen 16S rRNA. Tambien observamos que algunos 
especies se separaban a pesar de ser la misma, como en el 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 nucleotidos en su gen, sin embrago, 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 genero para saber si se agrupaban entre si o se 
agrupaban con especies diferentes, y lo que obtuvimos se observa en el arbol filogenetico siguiente. 

     

locii X81928.1 Rhodococcus coprophilus ATCC 29080 T 

KF410348.1 Rhodococcus coprophilus DSM 43347 
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KF410350.1 Rhodococcus zopfii DSM 44108 

97  I X81934.1 Rhodococcus zopfii ATCC 51349 T 

— (4085) Rhodococcus rhodochrous 

— (442-07) Rhodococcus rhodochrous 

99-  (4086) Rhodococcus rhodochrous 

   

   

   

    

(4075) Rhodococcus rhodochrous 

361 	I X81921.1 Rhoococcus rhodochrous ATCC 271 T 

100  X80624.1 Rhodococcus rhodochrous DSM 43274 T 

	 AJ007400.1 Streptomyces somaliensis DSM 40267 

    

10 

Figura 20. Arbol filogenetico de las cepas de Rhodococcus rhodochrous. 
Se comparan nuestras cepas (4085, 4086) con cepas de referencia. 
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Figura 21. Arbol filogenetico de las 
cepas de Nocardia. Se comparan 
nuestras cepas (en negritas) con 

cepas de referencia. 

X80591 1 Noo,tha brasifiensis ATCC 19296 T 

NR 074743.1 8962/751 basUiersis ATCC 700358 
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AF4 30033.1 Nocardla tar.. osm 43665 
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143404 Nocardla cyriacipeorplea 

(...) Nouvelle cyriodgeorgica 
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1,18 0418/41 Nocardea otitrdwaviaran DSM 43242 

.61R 116838A Norarda oltdiscanamm ATCC 14629 
99 1 
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91 

145131NOCan la otitidiscavlanom 

n  719 115156.1 NocaNha 7996014 DSM 44475 

99' 14411 NatardH veterans 

	AJ0074011 StrWontyces sornaliensis DIM 43207 

—1 

Por Ultimo, se realizO un catalog° 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, 

• asf cumplimos con el objetivo de la taxonomfa: obtener, analizar, resumir y organizar la 

informacion de los organismos. Como ejemplo incluyo en la siguientes dos paginas la monografia 

de la cepa 4772 (N. cyreacigeorgica). 

sa 
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NOMBRE: Nocardia cyriacigeorgica 
CLAVE:4772 

 

*DESCRIPCION: 

Colonias de color crema-anaranjado Old°. 
Forma irregular, arrugadas y delgadas. 
Textura suaves. 

*PRUEBAS MOLECULARES 

*DESCRIPCION: 

Celulas Gram positivas. 
Forma de hifas que tienden a fragmentar en 
formas cocoides. 

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" 
1492r5"-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-'3 

LONGITUD DEL 
FRAGMENTO AMPLIFICADO: 	1267 ob  

*PRUEBAS BIOQUIMICAS 

Pruebas automatizadas API 50 CH del laboratorio bioMerieux son 49 ensayos bioguimicos que 
estudia la fermentaciOn (producciOn de acidos) de los hidratos de carbon() y sus derivados. 

Glicerol: Negativo 
Eritritol: Negativo 

D- arabinosa: Negativo 
L-arabinosa: Negativo 

D-ribosa: Negativo 
D-xilosa: Negativo 
L-xilosa: Negativo 

D-adonitol: Negativo 
Metil-f1D-xilopiranosida: 

Negativo 
D-galactosa: Negativo 

D-glucosa: Negativo 
D-fructosa: Negativo 

♦ D-mamnosa: Negativo 
L-sorbosa: Negativo 

L-rhamnosa: Negativo 
Dulcitol: Negativo 

Inositol: Negativo 
D-manitol: Negativo 
D-sorbitol: Negativo 

Metil-aD-Manopiranosida: 
Negativo 

Metil-aD-glucopiranosida: 
Negativo 

N-acetilglucosamina: 
Negativo 

Amigdalina: Negativo 
Arbutina: Negativo 

Esculina citrato ferrico: 
Positivo 

Salicina: Negativo 
D-celobiosa: Negativo 

D-maltosa: Negativo 

D-lactosa (origen bovino): 
Negativo 

D-melibiosa: Negativo 
D-sacarosa: Negativo 
D-trehalosa: Negativo 

Inulina: Negativo 
D-melezitosa: Negativo 

D-rafinosa: Negativo 
Almidon: Negativo 

GlicOgeno: Negativo 
Xilitol: Negativo 

Gentiobiosa: Negativo 
D-turanosa: Negativo 

D-arabitol: Negativo 
L-arabitol: Negativo 
Gluconato potasico: 

Negativo 
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Pruebas automatizadas API 
	

bioquimicos que permite 	enzimaticas de un extracto 
ZYM del laboratorio 
	

detectar actividades 	 complejo no purificado. 
bioMerieux son 19 ensayos 

Fosfatasa alcalina: Positivo 
Esterasa (C4): Positivo 

Esterasa lipasa (C8): 
Positivo 

Lipasa (C14): Negativo 
Leucina arilamidasa: 

Positivo 
Valina arilamidasa: Positivo 

Cistina arilamidasa: Positivo 
Tripsina: Positivo 

a-quimotripsina: Positivo 
Fosfatasa acida: Positivo 

Naftol-AS-BI-fosfohidrolasa: 
Positivo 

a-galactosidasa: Negativo 
R-galactosidasa: Positivo 

R-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 bioMerieux son 22 ensayos de asimilaciOn de 
sustratos. 

Ortonitrofenil-R-galactosido: 
Negativo 

Arginina: Negativo 
Lisina: Negativo 

Ornitina: Negativo 
Citrato sOdico: Negativo 

Tiosulfato s6dico: Negativo 
Urea: Negativo 

Triptofano (triptofano 
desaminasa): Negativo 

Tript6fano (producciOn de 
indole): Positivo 

Piruvato soclico: Positivo 
Gelatina de Kohn: Negativo 

Glucosa: Negativo 
Manitol: Negativo 
Inositol: Negativo 
Sorbitol: Negativo 

Ramnosa: Negativo 
Sacarosa: Negativo 

Melibiosa: Negativo 
Amigdalina: Negativo 

Arabinosa: Positivo 
ProducciOn de NO2: 

Positivo 
Reduccion al estado N2: 

Positivo 

Pruebas automatizadas API 20NE del laboratorio bioMerieux son 9 ensayos convencionales y 12 
ensayos de asimilacion. 

Nitrato potasico (reduccion 
de nitratos en nitritos): 

Positivo 
L-triptofano: Negativo 

D-glucosa: Negativo 
L-arginina: Negativo 

Urea: Negativo 
Esculina-citrato ferrico: 

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 fenilacetico: 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 

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 

*DATOS DEL AISLAMIENTO: 
Cepa aislada de paciente con micetoma en Mexico. 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. CONCLUSION ES 

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

los clusters que se formaban planteamos dos hipotesis: 
• N. brasiliensis es un complejo, a pesar de que ya se han sacado especies nuevas de aqui, aim no 

se ha separado lo suficiente este grupo. 
• N. brasiliensis es muy polimOrlica, depende de su fuente de aislamiento lo que la hace que sea 

diversa, pero esto no significa que hay a especiacion. 

N. farcinica solo present° variabilidad en Ia prueba molecular por lo que se plantean dos hipOtesis: 
• N. kroppenstedtii si es una especie diferente a N. farcinica, por eso hay dos grupos que separan a 

esta ultima especie en el arbol filogenetico. 
• N. farcinica tuvo cambios evolutivos en su genoma en diversas cepas que hacen grupos 

di ferentes, 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 estas 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 coleccion de actinomicetos del laboratorio de Production de Biologicos de Ia UAM-X ha 
servido para muchos estudios a nivel Licenciatura y Posgrado, se han generado muchos proyectos 
de gran interes e importancia, entre los mas destacados tenemos: 
• Ser de los primeros laboratorios en Mexico que agrega una colecciOn de actinomicetos halofilos 

y que los ha estudiado ampliamente, conjuntamente con Ia Universidad del Estado de Mexico. 
• Ser pioneros en Mexico 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 taxonomic° basto, hemos obtenido mucha 
informacion sobre estas bacterial que ayudan a la ciencia, sin embargo, siempre es necesaria mas 
informaciOn acerca de nuestro entorno biotic°. 
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ANEXOS 

* 

• 
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• 
	

I 

CLAVE DE 
CEPA 

API 20E 

ONPG ADH LDC ODC CIT HAS URE TIM IND 	VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA NO2 N2 

4002 -- - - - - - - - - - - - - - - - 

4141 - - - - - -- - - - - - - - - - - - - 

4772 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
4315 - - - - - - - - - - - - - - 

4406 - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - 

4615 - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - - 

4086 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
4085 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

4605 - - - - - - -- - - - - - - - - - - - - 

4420 - - - - - - - - 	- - - - - - - - - - - - - 

4613 - - - - - - - - - - - - - - 

M1C-SIDA - - - - - - - - - 	- - - - - - - - - - - - - 

4167 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

4081 	 - - - - - - - 	- - - - - - - - - - - - - 

4057 	 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

4125 	 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
4026 	 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

4028 	 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

4134 - - - - - 	- - - - - - - - - - - - 

4078 - - - - - - 	- - - - - - - - - - - 

4037 - - - - - - - - - - - - 



• 	 • 

CLAVE DE 
CEPA 

API 20E 

ONPG ADH LDC ODC CIT HIS URE TDA IND 	VP 	GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA NO: Ni 

4113 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
4038 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
4106 - - - - - - 	-- - - - - - - - - - - - 
4029 -- - - - - 	- - - - - - - - - - - - 

4139 -- - - 

- 

- 	- 

- 

- 

- 	- - 

- 

- - - 

- 

- 

- 

- 4004 -- - 

4047 -- - - - - - - - - - - - - - - - 

4053 - - - - - - 	- - - - - - - - - - - - 

4175 - - - - - -- - - - - - - - - - - - 

4418 - - - - - - 	- - - - - - - - - - - - - 

4414 - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - 

-4409 - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - 

4307 - - - - -- - - - - - - - - - - - 

4261 - - - - - - - - - - - - - - - - 

4428 - - - - - - - - - - - - - - - - - 

4279 - - - - - - - 	- - 	-- - - - - - - - - - - 

4016 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

4015 - - - - - - - 	- - 	- - - - - - - - - - - 

4069 - - - - - - - 	- - 	 - - - - - - - - - - - 



• 	 • 

CLAVE DE 
CEPA 

API 20E 

ONPG ADH LDC ODC CIT 	HIS URE TDA IND 	VP 	GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA NO2 N2 

4051 - - - - 	- - - - 	 - - - - - - - - - - - 
4407 - - - - 	- - 	- - 	- 	- - - - - - - - - - - 

4048 - - - - 	- - - 	 - - - - - - - - - - - 
4060 - - - - 	- - 	 - - - - - - - - - - - 

4025 - - - - 	- - 	- - 	 - - - - - - - - - - - 
4231 - - - - - 	- 	- 	- - - - - - - - - - - 

4099 - - - 	- - - 	 - - - - - - - - - 
4464 - - - - 	- - 	 - - - - - - - - - 
4437 - - - -- - 	 - - - - - - - - - 
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Abstract 

Nocardia species are aerobic, gram positive bacteria with branched filaments reported as opportun-

istic microorganisms associated to skin infectious diseases. This is the first report of isolation of 

Nwallacei in Mexico from a 43 years old male, construction worker, HIV positive, presenting a 

breathing failure with abundant sputum. 

KF.Y WORDS: Nocardiosis, Nocardia wallacei,111 V , sputum. 

Introduction 

Nocardia species are ubiquitous in the environment as saprophytic bacteria. Nocardia genus is aer-

obic, gram positive and branched bacteria that have the potential to cause localized or disseminated 

infection (I). A major risk factor for no canlia 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 of 8763 cases, reported since 

1956, 30% (2607 cases) were in Mexico, 29% (2555 cases) in Sudan and 16% (1392 cases) in In-

dia, however there are data that strongly suggest that the real disease burden is probably more im-

portant than indicated in this meta-analysis (3). The majority of nocardiosis cases are caused by the 

N.asteroides complex and Nhrasdiensis (4). This is the first report of isolation of N.wallacei in a 

patient male with 'IN-AIDS and pulmonary failure in Mexico. 

Materials and methods 

Organism. The strain was obtained from the General Hospital "Dr. Manuel Gea Gonzalez" identi-

fied as Nocardia sp. The patient was a 43 years old male, construction worker, HIV positive, pre- 
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tenting a breathing failure with abundant sputum. The strain was grown at 17°C in BHT medium 

tit 	 :Ilioxon) for 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 I ). The compar-

ison of Mic-S1DA strain was made using biochemical tests of N.wallacei (ATCC 498731), against a 

:finical isolated strain of N.wallacei and Niransvalensis (ATCC 6865T) strain (5). 

1ene sequencing. DNA extractions were performed by kit Promega Wizard® following the instruc-

:ions of the manufacturer (Laboratory Genomic). Amplification of the I 6S rRNA sequence was 

:arried out using the polymerase chain reaction (PCR) method. The primers used were: 81: 

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' y 1492r: 5'-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 94T.; annealing 30 seconds at 59T; 

• 
	extension 60 seconds at 72°C; finally, the extension post-amplification 10 minutes at 72T. The 

products were sequentiated in MacroGene Laboratory (Maryland, USA) and compared with the 

:orresponding Gen Bank and N7.-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 rods and cocobacilli. The hio-

:hemical analysis indicated similarities with N.wallacei type strain but not with N.trwuvalensis 

species, as showed in Table 1. 

The 16S rRNA gene sequentiation (1354 hp) gives a 99.17% homology towards N.wallacei 

ATCC498731) in GeneBank-BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; NCB1, Bethesda, MD) 

• and 98.66% in E7-Taxon (8); hut, the gene sequentiation gives a 97.94% of similarity to 
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N.transvalensis (ATCC6R65T) in (',eneBank (BLAST) and 97.82% compared in NZ-Taxon data 

bases. 

N mallacei species is not well known and causing rare infections, (8) so its identification in clinic 

can be complicatud; however, with the joint analysis of biochemical and molecular tests is possible 

to obtain accurate identification. 

S 
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110 
Nocardia 

wallacei 

ATCC 
49873r  

tic-SIDA 	
Nacardia 

 
transvaliensis 

strain ATCC 6865' 

Nocardia 

wallacei 
Clink isolate 

• 

Arabinose 

Lactose 

Mannose 

D-sorbitol 

Trehalose 

D-xylose 

D-mannitol 

D-glucose 	 -4- 

D-galactose 	 -4- 

1.-Rhamnose 

Cellohiose  

Esculin 

Casein 

Antibiotic Sensitivity 

Amikacin 	R 	 R 	 R 

Ceftriaxone 	S 	 S 	 S 

Trimethoprim- 	S 	 SeR 	SiR 
sulfamethoxazole 

Table I. Comparison of biochemical tests and antibiotic sensitivity between strain Mic-SIDA and 

reference strains (adapted from (5)) 
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