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Introduccion

El micetoma es una enfermedad cronica granulomatosa que afecta el tejido
subcutaneo de cualquier parte del cuerpo, las zonas anatomicas mas afectadas son
las extremidades inferiores como el pie, generando inflamacion, dolor y fistulas que
drenan un material seroso o purulento, es inducida por una inoculacion traumatica
con astillas, espinas, u objetos contaminados con tierra y materia organica. El
micetoma es causado por dos tipos de agentes infecciosos, hongos (eumicetoma)
y bacterias actinomicetos (actinomicetoma). Los actinomicetos son bacterias
aerobias mesdfilas, grampositivas que forman filamentos ramificados, en México el
mas frecuente es el género Nocardia brasiliensis causando el 65.58% de los casos
y seguido del género Actinomadura madurae causando 10% de los casos de
micetoma.

La identificacion de la especie infectante consiste en un diagndéstico en laboratorio
con un analisis microscoépico directo del liquido filante de las lesiones del micetoma
con KOH al 10% o solucion salina, en el caso de A. madurae pueden ser visibles
granos negros ovales. El diagndstico histopatolégico de los granos puede ser
visualizados con tincion de Hematoxilina Eosina. El tratamiento del actinomicetoma
depende la etiologia de la infeccion, se basa principalmente con los antibiéticos
trimetroprim-sulfametoxazol sélo o combinado generalmente con amikacina
dependiendo de los casos, el esquema es exitoso en el 95% de los casos sin
embargo amikacina puede causar efectos secundarios y es un tratamiento largo.
El objetivo de este trabajo fue obtener las proteinas de secrecion de N. brasiliensis
y A. madurae para posteriormente ser empleadas como posibles moléculas
profilacticas, para la estimulacion de la respuesta adaptativa en el padecimiento del
actinomicetoma o de diagnéstico molecular (pruebas de ELISA), para estos
microorganismos. La purificacion de dichas macromoléculas se llevé a cabo
inoculando a N. brasiliensis y A. madurae en medios de cultivo simple (Luria y
Czapek), después del tiempo de incubacién se purificaron las proteinas liberadas al
medio por el método de salting out, se cuantificaron utilizando un espectrofotometro
NanoDrop a 280 nm. Por ultimo, se realiz6 una electroforesis desnaturalizante SDS-
PAGE para determinar el patron y pesos moleculares de las proteinas obtenidas los
resultados obtenidos fueron al menos 14 bandas de N. brasiliensis secretadas en el
caldo Czapek y en el caso de A. madurae se puede ver aproximadamente 12
bandas en caldo Luria y en caldo Czapek se puede ver 1 banda por ultimo,
comparando con el patron de pesos moleculares se encontraron bandas de 61, 26
y 24 kDa las cuales fueron observadas en la electroforesis desnaturalizante SDS-
PAGE.



Planteamiento del problema

El actinomicetoma es una infeccién que presenta un tratamiento complicado con la
combinacion de antibidticos durante varios afios y que no logra ser erradicado el
agente etioldgico del tejido cutaneo, debido a que se ha reportado recurrencia en la
infeccion cuando se deja de administrar los antibidticos. Otro de los desafios del
padecimiento es la identificacion del agente etioldgico responsable de la infeccidn,
ya que se requiere de métodos invasivos como son la extraccion de biopsia o
aspirado de fistulas para su posterior analisis.

Por lo que es importante contar con antigenos para brindar tratamiento profilactico
estimulando la respuesta inmunolégica y el diagnéstico molecular (ELISA), para
este sindrome.

Justificacion

En actinomicetoma se ha observado que el tratamiento es muy complejo en la
practica clinica, ya que consta de una terapia con antibiéticos, el mas empleado es
el trimetoprim-sulfametoxazol o combinado con otros como son amikacina,
amoxicilina/acido clavulanico, rifampicina o DDS (diamino-difenil-sulfona), durante
un periodo prolongado (afios), y sin lograr erradicar definitivamente del agente
etiolégico. En cuanto a la caracterizacion del microorganismo causal de la infeccién
se basa en la toma de biopsias de las lesiones o aspirado de fistulas para
posteriormente ser analizadas por histologia, por ende, lo hace un método invasivo
e incomodo para el paciente.

Por lo tanto, en el presente proyecto se obtendran las proteinas de secrecion de N.
brasiliensis y A. madurae para posteriormente ser empleadas como moléculas con
uso profilactico para estimular la respuesta inmunolégica o para el diagndstico
molecular en este sindrome.

Objetivo general

Purificar proteinas de secrecion como posibles inmundgenos de Nocardia
brasiliensis y Actinomadura madurae.

Objetivos especificos

e Cultivar Nocardia brasiliensis y Actinomadura madurae en medios de cultivo
simples

e Purificar proteinas de secrecion de Nocardia brasiliensis en medios de
cultivo simples.



e Purificar proteinas de secrecion de Actinomadura madurae en medios de
cultivo simples.

e Cuantificar proteinas utilizando espectrofotdmetro NanoDrop a 280 nm.

e Determinar el patron proteico por método de electroforesis desnaturalizante
SDS-PAGE.

Antecedentes.

Micetoma

El micetoma es una enfermedad granulomatosa crénica que afecta piel y tejido
subcutaneo que se caracteriza por un aumento de volumen causando una
deformacion en la parte afectada, orificios fistulosos y secrecion de exudado seroso
o purulento, que sale de los granos (Arenas, R. & Torres, E., 2014), es muy
frecuente en regiones tropicales y subtropicales paralelo al tropico de cancer, por
ello se les denomina cinturén de micetoma donde se incluyen paises como: Arabia
Saudita, Argentina, Brasil, Colombia, India, México, Nigeria, Senegal, Somalia,
Sudan, Venezuela y Yemen, entre otros (Lopez et al.,, 2013) el habitat para
desarrollarse tiene caracteristicas especiales como estaciones de lluvia definidas
de junio a octubre, temperaturas entre 20 y 40 °C, el concepto micetoma fue
utilizado por primera vez en 1860 por Van Dyke Carter, en 1912 Circero describe el
primer caso de micetoma en México (Serrano J. & Sandoval A., 2003), caracterizada
por la triada de tumefaccion de la zona afectada, fistulizacion y producciéon de
agregados coloniales de agente etioldgico (granos o granulos) (Vera, L. & Molina,
C., 2021). Los granos causados por bacterias, actinomicetos se le denomina
actinomicetoma o por hongos se le denomina eumicetoma (Palma et al., 2017).

Actinomicetos

Los actinomicetos son bacterias grampositivas, aerobias que se desarrollan en
suelos con pH acidos y alcalinos, la temperatura apropiada para su crecimiento y
reproduccion es de 20 °C a 42 °C (mesdfilas) y forman filamentos ramificados,
presentan diferentes periodos de incubacion en el hospedero, puede ser dias,
semanas 0 meses, tienen un mayor numero de casos en México, N. brasiliensis
65.58%, seguida de A. madurae con 7.93%, otras especies identificadas con menos
frecuencia fueron N. asteroides, entre otras como se muestra en la tabla 1 (Rochin
et al., 2020).

Tabla 1 Principales agentes o variantes de actinomicetos presentes en México
(Rochin et al., 2020).



Agente n* >

Métodos de identificacion para A. madurae y N. brasiliensis.

Morfologia visual

Las diferencias morfolégicas de los actinomicetomas presentes a simple vista
causados por A. madurae y N. brasiliensis son: para A. madurae presenta granos
voluminosos, abollonados o gibosos, duros, con pocas fistulas que en ocasiones
cuesta trabajo encontrar porque llagan a medir de 1 a 10 mm de diametro, sus
bordes cartogréaficos, largas franjas alrededor de ellos y afecta principalmente la
planta y los bordes del pie (figura 1), aunque puede encontrar otras partes del
cuerpo (Lavalle et. al., 2000).

Figura 1. Micetoma causado por A. madurae en un paciente campesino de 54 afos
con una evolucion de 15 afos (Lavalle et. al., 2000).

Para N. basiliensis se identifica por un aumento de volumen, deformidad anatémica
y fistulas que drenan material purulento, filante con presencia de granos que
confluyen formando una placa de 10x20 cm, bordes mal definidos, superficie
irregular (figura 2), afecta principalmente el tercio interior de la pierna y pie, aunque
puede afectar otras partes del cuerpo (Lavalle et. al., 2000).



Figura 2. Actinomicetoma de un paciente, localizada en la extremidad inferior
izquierda, agente causal N. brasiliensis (Rochin et. al., 2020).

Analisis Microscépico.

El examen directo se realiza tomando un grano del liquido filante o utilizando un
sacabocado de la lesion, el cual se extiende sobre un portaobjetos para
posteriormente colocarle yodopovidona (Lugol) a 40X (Vera, L. & Molina, C., 2021)
Y se observa al microscopio en N. brasiliensis pequefos y arrifionados y de A.
madurae grandes y cartograficos el tamafio y forma del (Los granos de A. madurae
y los eumicéticos se ven a simple vista.

Aislamiento microbiolégico.

Se toma una muestra exprimiendo un orificio fistuloso para obtener el exudado e
inocularlo en medio de cultivo BHI o Dextrosa Sabouraud, el periodo de incubacién,
también varia, algunas colonias aparecen después de 7 a 10 dias, la morfologia
macroscopica sobre medios de cultivo, se observan colonias con las siguientes
caracteristicas: Las colonias de N. brasiliensis son duras y puede variar el color que
puede ser blanco, amarillo o naranja (figura 3), A. madurae desarrolla colonias
cerosas blancas-amarillas o rosas (figura 4) (Vera, L. & Molina, C., 2021).




Figura 3. Colonia de N. brasiliensis color amarillento, con aspecto de palomita de
maiz en agar Dextrosa Sabouraud (Rochin et. al., 2020).

Figura 4. Colonia de A. madura color blanco, aspecto rugoso y cerebriformes en
agar Dextrosa Sabouraud (Jerez et. al., 2012)

Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabolicas de las
bacterias para su identificacion, algunas pruebas son técnicas rapidas debido a que
evallan la presencia de una enzimay su lectura varia entre segundos u horas. Otras
pruebas tienen como requisito para su lectura el crecimiento del microorganismo
con una incubacion previa de 18 a 48 horas; a este grupo pertenecen la mayoria de
las pruebas que detectan componentes metabdlicos, cuando se trata de una prueba
de reacciones enzimaticas la incubacién suele ser de 2-6 horas (Olmos et. al.,
2010), un ejemplo de esta prueba es la hidrolisis de caseina, prueba de urea,
licuefaccion de gelatina y descomposicién de sustratos como hipoxantina, tirosina,
adenina, xantina y el andlisis de acido micdlicos de la pared celular para identificar
a N. brasiliensis y A. madurae (Vera, L. & Molina, C., 2021) (tabla 2)

Tabla 2 Caracteristicas fisiologicas de los actinomicetos (Arenas, R. & Torres,
E.,2014)
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Frecuencia de casos clinicos de micetoma a nivel mundial y en estados de la
Republica mexicana.

Sudan reporta mas casos de micetoma en el mundo, México es el segundo pais en
reportar mas casos de micetoma (Figura 5) (Suliman et al., 2018). En el 2012 se
llevd a cabo un estudio multicéntrico en los centros de diagndstico micoldgico, se
analizaron 3,933 casos en los ultimos 54 afos. El andlisis mostré que el 75.6% de
los casos se presenta en el sexo masculino con un rango de edad de 16 a 50 afos
y el 24.4% al sexo femenino. La ocupacion laboral con mayor predominio se
presenta en campesinos 58.41%, seguido de amas de casa 21,79%. El principal
agente causal es N. brasiliensis 65.58% (Vera, L. & Molina, C., 2021). Seguido por
A. madurae, el cual representa el 10% de los casos y predomina en el sexo femenino
(2:1) (Palma et al., 2017). El sitio anatdbmico con mayor recurrencia del micetoma es
el pie 79.2%, seguido por las manos 6.6%, es decir la prevalencia es en las
extremidades inferiores (Vera, L. & Molina, C., 2021).

O Muy frecuente
Frecuencia ! 4 |
moderada f -
O Rara L




Figura 5. Frecuencia del Micetoma a nivel mundial (Arenas, R. 2014).

Dentro del territorio mexicano las condiciones ambientales del estado de Morelos
permiten que se desarrolle con mayor facilidad N. brasiliensis, en el caso de A.
madurae se encuentra con mayor prevalencia en Puebla, Guanajuato (Arenas, R.,
2014) Michoacan, Jalisco, Querétaro, etc. (Tabla 3 y Figura 6).

Tabla 3 Prevalencia de A. madurae en los estados de la republica mexicana
(Lavalle et. al., 2000).

Guanajuato 23 (32.3%)
Puebla 9 (12.6%)
Qaxaca 8 (11.24%)
Michoacan 7 (9.8%)
Hidalgo 6 (8.4%)
QuerétarO 3 (4.2%)
Jalisco 3 (4.2%)
Coahuila 2 (2.8%)
Sinaloa 2 (2.8%)
Guerrero 2 (2.8%)
Estado de México 1 (1.4%)
Ags, Chis, D.F., Dgo.

N.L., Ver, Zac. 7 (9.8%)

Micetomas - 732 casos
por A. madurae - 71 casos 9.6%

1. © Foco Centro Occidental
2. © Foco Centro Meridional
3. @ Foco Occidente de Hidalgo

Fuente: Archivo del Servicio de Micologia (1956-1998)
Centro Dermatolégico Pascua, S.S.D.F.

Figura 6 Distribucion geografica de A. madurae en la republica mexicana (Lavalle
et. al., 2000).

Diagnaostico

Para el diagnostico en el caso de Nocardia spp. los granos pueden ser visibles a
simple vista. En el caso de Actinomadura spp. el analisis histologico se pueden
observar clavas en la periferia de los granos. El diagndéstico y determinaciéon del
agente etioldgico se realiza con el analisis directo y cultivo de la secrecion (Rochin
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et. al., 2020), para aislar los actinomicetos generalmente se utiliza agar Dextrosa
Sabouraud y agar Sangre (Vera, L. & Molina, C., 2021).

Su diagnéstico puede ser confiable a través de la técnica de PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa), sin embargo, es una técnica costosa, poco accesible
para las zonas endémicas y no estandarizada. Las técnicas de diagndstico mas
empleadas y accesibles son rayos X, ecografias, resonancias magnéticas y
tomografias computarizadas, que permiten evaluar de manera eficaz las lesiones y
planificar la gestién clinica (OMS, 2022).

Tratamiento

La respuesta inmune humoral no es protectora. Debido a su cronicidad, las lesiones
pueden pasar a una transformacion neoplasica que conlleva a la aparicién de cancer
de piel. (Suliman et al., 2018). Se desconocen los mecanismos de patogénesis de
los actinomicetos, pero se ha relacionado al cemento (exopolisacarido
autoproducido), que envuelve a los granos formados por los agentes causales como
mecanismo de patogenicidad, debido a que impide que el sistema inmune innato
actle sobre el agente etioldgico, es decir que lleve a cabo el proceso de fagocitos
(Palma et. al., 2005). Por ello el tratamiento del micetoma depende del origen, ya
sea bacteriana o fangica, de la localizacion y extension. En el caso del micetoma
bacteriano el tratamiento consiste en una terapia combinada de antibidticos, las
opciones terapéuticas incluyen el uso de sulfas como trimetoprim-sulfametoxazol y
en dado caso que sea extenso 0 de alto riesgo se combina con antimicrobianos
como amikacina, aunque puede causar efectos secundarios. Linezolid (1200 mg
diarios), se recomienda amoxicilina-clavulanato en algunos casos para mujeres
embarazadas (Vera, L. & Molina, C., 2021). El tratamiento es largo, produce efectos
secundarios y costoso, ademas que es poco accesible en zonas endémicas (OMS,
2022). Por ello es necesario buscar alternativas farmacéuticas.

Los géneros Actinomadura y Nocardia producen metabolitos con diversas
propiedades biolégicas, como antibibticos o citostaticos y enzimas involucradas en
la sintesis de péptidos con actividad bioldgica en organismos eucariotas (Vera, L. &
Molina, C., 2021). En el caso N. brasiliensis como lo reporto Vera, L. (1990), seis
proteinas fueron reconocidas por mas del 50% de los pacientes, tres de estas con
pesos moleculares aproximados de 61, 24 y 26 kilodaltones (kDa), se presentaron
con mayor frecuencia en los pacientes con micetoma, ademas de presentar menor
reaccion cruzada, por ello fueron seleccionadas para ser aisladas y purificadas. Los
sueros de algunos pacientes reconocieron débilmente las proteinas de 61, 26 y 24
kDa por lo tanto se encontraron tres antigenos para brindar un posible tratamiento
profilactico estimulando la respuesta adaptativa, ya que es una herramienta valiosa
para la relacion hospedero-parasito en el padecimiento del micetoma.
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Medios de cultivo solidos para el aislamiento e identificacion.

La muestra de exudado, la cual contiene los granulos se inoculan en medios de
cultivo para aislar e identificar las colonias bacterianas, los medios so6lidos son los
de excelencia; los mas empelados para infecciones dermatolégicas son: 1) Agar de
Infusion Cerebro Corazén (BHI), apropiado para bacterias y hongos, presenta un
alto contenido en nutrientes como son la infusién de cerebro de ternera, corazon
vacuno y la peptona, son la fuente de carbono, nitrégeno, vitaminas y 2) Agar
Dextrosa Sabouraud, es recomendado para el aislamiento y desarrollo de hongos
asociados con infecciones cutaneas (piel o pelo), tiene un pH &cido entre los
nutrientes que presenta son: peptona, la triptona y la glucosa que favorecen el
desarrollo de estos microorganismos y evita el crecimiento de bacterias de la
microbiota de la piel (LABORATORIOS BRITANIA, 2011).

Medios de cultivo simples para el analisis de proteinas

Los medios liquidos (caldos) se suelen ocupar para generar una gran cantidad de
biomasa bacteriana. El caldo Luria es un medio de cultivo para crecimiento
microbiano comunmente se emplea para Escherichia coli ya que es rico en
nutrientes como: péptidos, aminoacidos, vitaminas hidrosolubles y carbohidratos
(Rocardo, R., 2020). Caldo Czapek-Dok se utiliza en hongos (principalmente
Candida albicans), y algunas bacterias, la principal caracteristica que deben tener
es que utilizan el nitrato de sodio como Unica fuente de nitrogeno, es Util para
procedimientos microbioldgicos del suelo (Condalab, 2021). Ambos medios de
cultivo se han empleado para purificar proteinas que secretan los microorganismos
al medio extracelular, ya que son medios de cultivo simples y las proteinas liberadas
son Unicamente del microorganismo y no presentes en los medios de cultivo como
nutrientes.

Métodos de obtencidon y purificacion de proteinas

Métodos de obtencion de proteinas dependen de las caracteristicas fisicoquimicas
como pH de la molécula, los métodos mas comunes son: la purificacion por peso
molecular (cromatografia de filtracion en gel), por carga (cromatografia de
intercambio i6nico), por hidrofobicidad (precipitacion por sales o solventes,
cromatografia de interaccion hidrofobica o fase reversa), por afinidad a un ligando
(cromatografia de afinidad). Para cuantificar las proteinas se utilizan las técnicas
colorimétricas y no colorimétricas. Esta Ultima se basa en el fundamento de la ley
de Beer y Lambert utilizando un espectrofotometro (Ramirez et al., 2021).

La purificacion de proteinas es una serie de procesos que permiten aislar una
proteina especifica de una mezcla compleja, es importante identificar la proteina
para la caracterizacion de la funcion, la técnica de purificacion depende de las
propiedades, ya que presentan un grupo amino (*NH2), un grupo carboxilo (COOH)
y una cadena lateral que determina sus caracteristicas; las técnicas mas comunes
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son purificacion por peso molecular (cromatografia de filtracién de gel), por carga
(cromatografia de intercambio i6nico) y por hidrofobicidad (Precipitacion por sales o
solventes) por mencionar algunas técnicas (Ramirez et. al., 2021).

Purificacion de proteinas por la técnica de salting-out.

Es una alternativa recurrente en la purificacion de proteinas cuando se trata de
extractos muy complejos o cuando se manejan volimenes grandes de la muestra.
La técnica se basa en la solubilidad de una proteina que depende de los residuos
de aminoécidos ionizados, regiones polares e hidrofobicas. Altas concentraciones
de sales en especial sulfato de amonio causan una fuerza ionica alta por ello se
usan para precipitar proteinas, por las moléculas de agua en la capa de solvatacion,
hasta que la proteina pierde la interaccion con la capa de solvatacion a esto se le
llama salting out. Las proteinas precipitadas se recuperan por centrifugacion
(precipitado y sobrenadante) posteriormente se dializan con un amortiguador
(Ramirez et. al., 2021).

Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE.

La electroforesis es una técnica que se utiliza para la separacion, identificacion y
purificacion de proteinas basada en el peso molecular. En un principio se utilizaron
geles de almiddn, pero se reemplazé por geles de poliacrilamida. El principio que
utiliza una electroforesis se fundamenta en la atracciéon de cargas eléctricas. La
velocidad de migracion es proporcional a la relacion entre las cargas de la proteina
y su peso molecular. Este método consiste en preparar una placa de gel de
poliacrilamida que contienen dodecilsulfato de sodio, se le denomina técnica SDS-
PAGE por sus siglas en ingles Sodium Dodecil Sulphate Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis. Las placas se forman por la co-polimeracion de la acrilamida, se
utiliza un agente N.N-metilen bis-acrilamida en presencia de un catalizador ion
persulfato en forma de persulfato de amonio y un iniciador como TEMED (N,N,N,N’-
tetrametilendiamina). La polimerizacion depende de la temperatura se recomienda
tener una temperatura mayor a 20 °C para prevenir una polimerizacién incompleta.
El porcentaje total de acrilamida y bis-acrilamida determina el rango de separacion
del gel, la mayoria de las proteinas se separan bien en el rango de 5 a 12%. La
electroforesis desnaturalizante se conoce como SDS-PAGE, debido al detergente
aniénico SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) y agentes reductores (2-mercaptoetanol,
DTT) que se une a las proteinas, desnaturalizandolas y proporcionandoles carga
negativa para asegurar una pérdida de su estructura tridimensional, la migracion es
proporcional a la carga y al tamafo de la molécula. El buffer de carga sirve como
amortiguador que brinda peso, densidad y color a la muestra, para facilitar su
depdsito en el pozo y evitar su salida del gel, ademas de monitorear el corrimiento
de la muestra en el gel. La separacion de los complejos SDS-proteina es
proporcional sélo al peso molecular de la proteina, se puede determinar el peso
aparente de cualquier proteina por comparacion con un patron de proteinas de peso
molecular conocido (Pérez et al., 2015). El marcador de peso molecular son una
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mezcla de proteinas de tamafio conocido para determinar por comparacion el
tamafo de las moléculas contenidos en la muestra (Lopez, D. & Sandoval, A., 2013),
se tifien las proteinas con azul de Coomasssie para su visualizacion y fijacion en el

gel.

Metodologia.

1.- Crecimiento de cepas de N. brasiliensis y A. madurae en medios
enriguecidos.

Se crecio a N. brasiliensis ATCC 19296 y A. madurae STCC 3043 en agar BHI, a
partir de cepas conservadas en glicerol, una vez inoculadas en el agar, se incubaron
a 37°C durante 5 dias o hasta observar crecimiento. Se prosiguio a describir las
caracteristicas macroscopicas de las bacterias, es decir morfologia colonial.

2.- Crecimiento de N. brasiliensis y A. madurae en medios de cultivo simples
(Luriay Czapek).

De las cepas de N. brasiliensis y A. madurae crecidas en agar BHI se inocularon los
caldos Luria y Czapek con dos asadas del crecimiento de cada microorganismo en
BHI, se incubaron a 37°C durante 2 semanas y después de 1-3 meses a
temperatura ambiente hasta observar un aumento de la biomasa bacteriana. Para
el crecimiento en caldo Luria el aumento de la poblacion se observé al mes,
contrario al caldo Czapek que fue de a los 3 meses.

3.- Precipitaciéon y purificacion de las proteinas del medio de cultivo simple.

Se separo la biomasa de N. brasiliensis y A. madurae del caldo Luria y Czapek por
centrifugacion a 3000 rpm/35min. Posteriormente se precipitaron las proteinas
secretadas al caldo Luria y Czapek por la técnica de salting out, agregando el 75%
de sulfato de amonio del volumen total cada caldo y se dejo en refrigeracién por 24
horas (4°C). Pasado el tiempo se centrifugo a 8,500rpm/45min, el pellet formado se
resuspendid con solucion salina fisioldgica y se dializé utilizando las membranas de
colodion con 10 nm de poro (la membrana se traté con agua desionizada hirviendo
por 10 minutos), se colocaron las membranas en un recipiente con agua
desionizada y se realizaron dos cambios de agua después de las 24 horas. Ver
anexos para mas informacion.

4.- Cuantificacion de proteinas

Se descongelaron las proteinas de secreciébn de los caldos Luria y Czapek
contenidas en los microtubos 1.5 mL, y se cuantificaron empleando un
espectrofotometro NanoDrop a una longitud de onda de 280 nm, el blanco de
calibracion fue agua desionizada y se identificd que el espectro mostrara dos picos
gue corresponden a las proteinas y se anoto la concentracion mostrada en mg/mL.
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6.-Electroforesis SDS-PAGE para proteinas.

Se preparoé el gel separador al 10% y el gel concentrador al 4%, las proteinas de
secrecion purificadas de los medios de cultivo Luria y Czapek de N. brasiliensis y A.
madurae, se colocaron en microtubos de 0.5mL con 15uL de proteinas con 5 uL
buffer de carga, posteriormente se calentaron en agua en ebullicién durante 6 min
y pasado el tiempo de calentamiento se cargaron en los pozos del gel, el primer
carril se empled para el marcador de pesos moleculares dual color (BioRad). Las
condiciones de corrimiento fueron 80 V por 30 min y posteriormente 100 V durante
2 h aproximadamente. Una vez finalizado el corrimiento se tifié el gel con azul de
Coomassie durante 30 min. y se destifidé con solucidon destefiidora para visualizar
las bandas proteicas, Por ultimo, se secé el gel por calor y vacié para su
conservacion. La preparacion del gel y reactivos se muestran en el anexo.

Resultados y discusion.

1.- Crecimiento de cepas de N. brasiliensis y A. madurae en agar BHI.

El crecimiento de A. madurae en agar BHI mostré colonias blanquecinas con una
ligera coloracion rosa, pequefias de consistencia seca y adheridas fuertemente al
agar con superficie irregular, borde ondulado y sin brillo.

Figura 7 Colonias de A. madurae crecidas en Agar BHI.
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El crecimiento de N. brasiliensis en agar BHI presentd colonias con coloracion
naranja, pequefias con consistencia seca y adherida fuertemente al agar, bordes
rugosos, el aspecto de palomita de maiz se observd después de varios dias de
inoculacion. Las morfologias observadas en ambos microorganismos sobre el agar
BHI corresponder a las descritas en los antecedentes.

Figura 8. Colonias de N. brasiliensis crecidas en agar BHI.

2.- Crecimiento de N. brasiliensis y A. madurae en medios de cultivo simples

(Luria'y Czapek).

Las bacterias A. madurae y N. brasiliensis inoculadas en caldo Czapek y Luria
mostraron aumento de biomasa con la presencia de pigmentos y diferentes
morfologias a las crecidas en agar. En el caso de A. madurae inoculada en caldo
Czapek la biomasa mostré una coloracion rosa-blanco, asi como el pigmento en el
medio de cultivo, se observé un crecimiento del microorganismo en forma de
pequefios granulos; y en el caldo Luria la biomasa presento una coloracion blanca-
amarillo, con crecimiento sobre la superficie, consistencia rugosa y dura. En N.
brasiliensis inoculada en caldo Czapek la biomasa presento una coloracion naranja,
asi como el medio de cultivo, con crecimiento en forma de pequefios granulos; y en
el caldo Luria la biomasa fue blanco-amarillo con crecimiento sobre la superficie de
aspecto rugoso y consistencia dura.
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A. madurae
Caldo Czapek

N. brasiliensis
Caldo Czapek

A. madurae
Caldo Luria

N. brasiliensis
Caldo Luria

Figura 9. Inoculacién de N. brasiliensis y A. madurae en caldo Czapek y Luria. Los
caldos Czapek se llevaron a cabo en botellas de vidrio para que tuvieran mayor
espacio de crecimiento, volumen de 240 mL. Los caldos Luria se inocularon en
matraces Erlenmeyer con 150 mL de medio de cultivo.

3.- Cuantificacion de proteinas de secrecion.

Las concentraciones de las proteinas de secrecion purificadas se cuantificaron
empleando el equipo NanoDrop, también se determiné su integridad por el espectro
obtenido durante la lectura de las muestras, al observar dos picos que indican
plegamientos correctos de las proteinas, la unidad de concentracién fue en mg/mL,
todas se obtuvieron por arriba del Img/mL a excepcion de las de N. brasiliensis
inoculadas en caldo Luria. Las concentraciones de las proteinas purificadas para
cada uno de los microorganismos en los diferentes medios de cultivo se muestran
en la Tabla 4.

Tabla 4 Concentracion de las proteinas secretadas medios simples (Caldo Czapek
y Luria) de N. brasiliensis y A. madurae utilizando el espectrofotdmetro NanoDrop.

Proteinas de secrecion

Nocardia brasiliensis Actinomadura madurae
Caldo Luria Caldo Czapek Caldo Luria Caldo Czapek
0.0845 mg/mL 4.189 mg/mL 6.662 mg/mL 1.639 mg/mL
3.397 mg/mL 6.578 mg/mL 1.135 mg/mL

17



4.- Electroforesis SDS-PAGE de proteinas de secrecion sin marcador de
pesos moleculares.

Se visualizaron los patrones de proteinas de secrecion de las muestras de N.
brasiliensis y A. madurae en medios de cultivo Luria y Czapek por medio de la
técnica de electroforesis SDS-PAGE (Figura 10, 11y 12).

Primero se analizo el patron proteico de secrecion de N. brasiliensis y A. madurae
crecidas en el caldo Luria, debido a que su crecimiento fue mas rapido que en el
caldo Czapek. Para A. madurae se observa un patron proteico de aproximadamente
15 bandas con diferentes pesos moleculares, para N. brasiliensis se mostraron 3
bandas con ligera intensidad (Figural0).
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Figura 10. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas de secrecion de N. brasiliensis y
A. madurae crecidas en caldo Luria. Carril 1- Proteinas de secrecion 1 de A.
madurae, Carril 2- Proteinas de secrecion 1 de N. brasiliensis, Carril 3- Proteinas
de secrecion 2 de A. madurae y Carril 4- Proteinas de secrecion 2 de N. brasiliensis.
Actinomicetos crecidos en caldo Luria. Geles de poliacrilamida al 10% tefiidos con
azul de Coomassie.

El patron proteico de secrecion de A. madurae y N. brasiliensis inoculadas en caldo
Czapek se muestra en la Figura 11. Para N. brasiliensis se observaron
aproximadamente 12 bandas con diferentes pesos moleculares y en el caso de A.
madurae se observan 3 bandas una con mayor intensidad que las otras dos.
También se comparé el patron de proteinas purificadas del caldo Luria, en el caso
de A. madurae se observa mayor nimero de bandas cuando esta inoculada en
caldo Luria que en Czapek. Para N. brasiliensis no se mostr6 comparacion de
bandas debido que la concentracion proteica fue muy baja y casi indetectable en el
gel de poliagrilamida como se mostré en la Figura 10 y en el caldo Czapek se
observo la presencia de varias proteinas de secrecion.

Figura 11. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas de secrecion de N. brasiliensis y
A. madurae crecidas en caldo Czapek. Carril 1- Proteinas de secrecion 1 de N.
brasiliensis, Carril 2- Proteinas de secrecion 2 de N. brasiliensis, Carril 3- Proteinas
de secrecion de A. madurae purificado en caldo Luria y Carril 4- Proteinas de
secrecion de A. madurae purificado en caldo Czapek. Actinomicetos inoculados en
caldo Czapek. Geles de poliacrilamida al 10% tefidos con azul de Coomassie.
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5.- Electroforesis SDS-PAGE de proteinas de secrecion con marcador de
pesos moleculares

En la figura 12 se puede observar que en el caso de N. brasiliensis las proteinas de
secrecion en el medio Czapek se tienen bandas de 250, 75, 61, 50, 24, 26, 15, 10
kDa. Y A. madurae presenta bandas de 250, 100, 61, 50, 30, 26, 24, 15 kDa de las
proteinas de secrecion en medio Luria y por ultimo en medio Czapek se puede
observar una banda de 150 kDa.

Figura 4. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas de secrecién de N. brasiliensis y
A. madurae crecidas en caldo Luria y Czapek. Carril 1- Marcador de Pesos
moleculares Dual color Bio Rad. Carril2- Proteinas de secrecion 1 de N. brasiliensis
purificadas en caldo Czapek, Carril 3- Proteinas de secrecién 2 de N. brasiliensis
purificadas en caldo Czapek, Carril 4- Proteinas de secrecion de A. madurae
purificadas en caldo Luria y Carril 5- Proteinas de secrecion de A. madurae
purificadas en caldo Czapek. No se muestras las proteinas de N. brasiliensis en
caldo Luria debido a que no se obtuvieron como se muestra en la Figura 10. Geles
de poliacrilamida al 10% tefiidos con azul de Coomassie.

Discusion

En fuentes bibliograficas indican que los actinomicetos, pueden modificar su
morfologia dependiendo del medio y la temperatura en la que se desarrollan, algo
gue se pudo demostrar con claridad en esta investigacion, ya que N. brasiliensis en
caldo Luria como un color blanco-amarillento y en caldo Czapek amarillo, para el

caso de A. madurae en caldo Czapek tuvo un aspecto rosa y en caldo Luria un
pigmento blanco.

El autor Lucio Vera (1990), menciona que en el caso de N. brasiliensis se observo
qgue las proteinas 61, 26 y 24 kDa, estimulan la produccion de anticuerpos en
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personas infectadas, sin embargo, no sé encontré6 mas informacion en la literatura
para el caso de A. madurae por lo que es importante realizar una investigacion mas
exhaustiva en el laboratorio, ya que México es el pais que presenta mas casos de
micetoma por su zona tropical, afectando principalmente a los campesinos, sin
poder tener un tratamiento eficaz ya que el tratamiento que se prescribe es
prologado, costoso y produce efectos secundarios.

Conclusion

El medio en el que se encuentra mejor concentracion de proteinas secretadas para
el caso de N. brasiliensis fue Czapek y el caso de A. madurae fue Luria.

Metas alcanzadas

La incubacion de los actinomicetos en medios liquidos simples tardo un mes con
caldo luria y tres meses con caldo Czapek, se obtuvo una buena cantidad de
biomasa y de proteinas secretadas al medio.

Se logro precipitar las proteinas por salting out y cuantificarlas utilizando un
espectrofotometro (NanoDrop) a 280 nm, en la electroforesis si se pudieron
observar las bandas liberadas al medio.

Recomendaciones

Utilizar los péptidos de 61, 26 y 24 kDa en la técnica de western blot para identificar
cudles son reconocidos por los anticuerpos del paciente y poderlos utilizar
posteriormente como indicador de la presencia del microorganismo.

Estudiar los aspectos pirogénicos y toxicos de estas proteinas.
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Anexos

Agar BHI:

Disolver 52 g del medio en 1 L de agua desionizada. Calentar con agitacion suave
hasta completar disolucion. Esterilizar en autoclave a 121 °C (15 libras de presion)
durante 15 minutos. Enfriar a temperatura ambiente entre 45-50 °C y vaciar en
placas Petri estériles.

Caldo Luria (LB)
Triptona: 10.0g9

Extracto de levadura: 5.0 g
Cloruro de sodio: 50¢g
Agua deionizada c.b.p. 1000 mL

Se esteriliza a 15 libras de presion durante 15 minutos.

Caldo Czapek.

Nitratol de sodio 39
Sacarosa 30g
Fosfato dipotasico 1g
Cloruro de potasio 0.5¢
Sulfato de hierro 0.01g

Agua desionizada c.b.p. 1000mL

Se esteriliza a 15 libras de presion durante 15 minutos.

Solucion de acrilamida-bisacrilamida
Acrilamida: 29.2¢g

Bisacrilamida: 0.8 g
Aforar a 100 mL

Se filtra la solucién y se almacena a 4 °C

Buffer Tris-HCI| 1.5M pH 8.8
Tris base: 18.15¢

Agua desionizada: 80 mL

Se ajusta el pH a 8.8 con HCI, se afora a 100 mL y se almacena a 4 °C.
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Buffer Tris-HCI 0.5M pH 6.8
Tris base: 6.0¢g
Agua desionizada: 60 mL

Se ajusta el pH a 6.8 con HCI, se afora a 100 mL y se almacena a 4 °C.

Dodecilsulfato de sodio al 10% (SDS)
SDS: 109

Agua desionzada c.b.p: 100 mL
Persulfato de amonio (APS) al 10%
APS: 100 mg
Agua desionizada c.b.p: 1 mL

Buffer de corrida 10X

Tris base: 30.3¢g
Glicina: 14409
SDS: 10g

Agua desionizada c.b.p: 1000 mL

Para el corrimiento del gel se utiliza al 1X, diluir 1:10
Azul de Coomasie

Azul de Coomasie R250: 0.5 g

Metanol: 200 mL

Aécido acético glacial: 50 mL

Agua desionizada c.b.p: 500 mL

Para tefiir el gel se deja interactuando con el colorante durante 30 minutos.
Solucién destefidora

Metanol: 80 mL

Acido acético glacial: 20 mL

Agua desionizada: 100 mL
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Metodologia para Obtencion de proteinas de secrecion y Electroforesis SDS-
PAGE.

Obtencidn de proteinas de secrecion en los medios de cultivo simples para
cada cepa bacteriana.

Pasado el tiempo de incubacion de los medios de cultivo Luria Y Czapek se
centrifugaron a 7,000 rpm/15 min. Los sobrenadantes se separaron de la biomasa
para su posterior tratamiento. A los sobrenadantes se les afadieron sulfato de
amonio al 75% de saturacion, con agitacion baja y constante hasta observar la
disolucion de los cristales de sulfato de amonio, las muestras se dejaron reposando
durante la noche a 4 °C. Pasado este periodo se centrifugaron a 8,000 rpm/45 min,
los sobrenadantes se retiraron y los precipitados obtenidos se resuspendieron en 2
mL de solucién salina al 9%; estas muestras fueron introducidas en membranas
para dialisis (la cual fue activada previamente en agua desionizada hirviendo
durante 10 min.), y se dializaron contra 1 L de agua desionizada durante 24 horas
con dos cambios cada 24 horas. Terminado el tiempo de dialisis las muestras se
retiraron de la membrana de didlisis y se colocaron en microtubos de 1.5 mL, para
centrifugarlos a 14,000 rpm/5 min, los sobrenadantes se recuperaron y se guardaron
en microtubos de 1.5 mL nuevos a -20°C, hasta su uso.

Preparacion del gel separador y concentrador.

Se preparo un gel separador al 10% agregando 4.1 mL de agua desionizada en un
tubo cénico de 50 mL, después se adicionaron 3.3 mL de la solucién de acrilamida
al 30%, 2.5 mL del buffer tris-HCI 1.5 M pH 8.8, 100 uL de SDS vy finalmente 10 pL
de la solucion de TEMED y 100 uL de persulfato de amonio al 10%. 4.5 mL de dicha
mezcla se agregd entre los dos cristales, posteriormente se adicionaron 200 uL de
isopropanol para alinear el borde del gel. El gel concentrador se prepar6 al 4%: En
otro tubo conico de 50 mL se agregaron 6.1 mL de agua desionizada, 1.3 mL de la
solucién de acrilamida al 30%, 2.5 mL del buffer tris-HCI 0.5 M pH 6.8, 100 uL de
SDS vy para polimerizar la solucién se agregaron 10 uL de TEMED y 100 uL de
persulfato de amonio al 10%. Antes de agregar la solucién se eliminé el isopropanol
posteriormente se agrego la mezcla hasta el borde del cristal pequefio y se inserté
el peine de 10 pozos. Una vez listo el gel se montd en la camara de corrimiento
agregando buffer de corrida 1X en las dos camaras.
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