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Analisis filogenético de cepas de Nocardia brasiliensis

Introduccién

Actualmente, diversas investigaciones se han centrado en la basqueda de nuevos antimicrobianos,
principalmente de origen natural, los actinomicetos por su abundante produccion de antibidticos
naturales y metabolitos secundarios son una fuente potencial de ellos. Los actinomicetos son
bacterias filamentosas, Gram positivas, estas se encuentran ampliamente distribuidas en el medio
ambiente como en el suelo, lagos, rios y océanos. Son microorganismos procariotas, por lo cual no
tienen membrana nuclear y su material genético se encuentra en forma libre dentro del citoplasma,
tienen un alto contenido de citosina y guanina en su ADN, son heterétrofos, aerobios, poco
tolerantes a la acidez (parcialmente &cido resistentes), por lo que crecen de forma éptima en un pH
cercano a la neutralidad, (Gonzélez, 2010; Déavila, 2013 & Cruz, 2021).

Los actinomicetos provocan actinomicetoma, una enfermedad crénica extensiva, que provoca
infeccion granulomatosa, altamente incapacitante y de mal prondéstico, aparece habitualmente en
personas de mediana edad que caminan descalzos, especialmente residentes de paises tropicales
como México y Brasil, de tal modo que, la enfermedad se presenta con mayor frecuencia en el pie
(en el 42% de los casos); los principales agentes causales de esta patologia son los géneros
Nocardia, siendo descritas 119 especies hasta la actualidad, de las cuales una con mayor prevalencia
en México es la Nocardia brasiliensis representando el agente causal del 65.58% de los casos
(2,489 casos) de los 3796 casos totales (con una incidencia de 73 casos por afio) que provoca la
Nocardia (Serrano & Sandoval, s.f, Gonzélez, 2010 & Hernandez, 2010).

El género Nocardia pertenece a la familia Nocardiaceae, orden de los Actinomycetales, clase
Actinobacteria, phylum Actinobacteria y dominio Eubacteria, son actinomicetos aerobios Gram
positivos, acido-alcohol resistentes debido a que producen acido micélico, morfolégicamente son
filamentosas con tendencia a romperse en cocos y bacilos, se reproducen por fision binaria y
esporas. Viven en el ambiente, en suelo, en agua y en materia organica en descomposicién. Se ha
descrito que su predominio por regiones geograficas de clima tropical humedo es benéfico para el
crecimiento de N. brasiliensis (Serrano & Sandoval, s.f).

Nocardia brasiliensis al crecer en los medios de cultivo adecuados, macroscépicamente forman
colonias puntiagudas, secas y arrugadas, blanquecinas de su superficie debido a la presencia de
micelio aéreo, presentan una coloracion desde amarillo claro hasta anaranjado y excepcionalmente
ambar o café. El genoma de N. brasiliensis tiene un total de 9, 436, 348 pb, lo que la hace ser una
bacteria patégena con un genoma largo comparado con otros patégenos humanos (Mangieri, et al.
2021 & Cruz, 2021).

Crecen en medios aerobios a de entre 20° C hasta 45°C, especialmente en agar glucosado de
Sabouraud, infusién cerebro-corazén (BHI), Lowenstein-Jensen, medio de Bennett, Middlebrook y
BCP. Su crecimiento es lento, entre 4 a 6 semanas, aunque forman colonias visibles en 3 a 5 dias
(Cruz, 2021 & Mangieri, et al. 2021).

Los métodos empleados para la identificacion de Nocardia son las pruebas fenotipicas y
posteriormente las pruebas moleculares, siendo éstas ultimas mas precisas debido a las
peculiaridades que posee este género. Ademas, la realizacion de un andlisis filogenético que nos
permitira estudiar sus relaciones evolutivas entre las secuencias o especies, las cuales descienden de



ancestros comunes, asi como también puede indicarnos cuales son las distancias entre ellas
(Bioinformatics at COMAV).

Planteamiento del problema vy justificacién

El actinomicetoma es una infeccion granulomatosa cronica causada por diversas bacterias
filamentosas, siendo Nocardia brasilienses la especie mas frecuente, la cual fue descrita
inicialmente por Lindenberg en 1909. En 2013 se estimé que la prevalencia de actinomicetoma en
México es de 3,796 casos, donde 3,057 (80.53%) son causados por el género Nocardia, siendo N.
brasiliensis el agente causal mas comun con 2,489 casos (65.58%). Lo cual muestra que N.
brasiliensis no s6lo es la especie de Nocardia que se presenta con mas frecuencia, sino también el
actinomiceto con mayor relevancia clinica (Espinosa, et al. 2017 & Padilla et al. 2014).

Nocardia brasiliensis causa una enfermedad crénica, que provoca infeccion granulomatosa,
altamente incapacitante y de mal pronéstico, se suele presentar en persona de entre los 16-45 afios
dedicadas a la agricultura, jardineria y ganaderia, que estan expuestas a multiples traumatismos
(espinas, astillas de madera, clavos, piedras e instrumentos de labranza) que permiten la inoculacion
en la piel de los agentes causales (Hernanez, et al. 2010 & Padilla et al. 2014).

Las técnicas moleculares han significado un cambio en la taxonomia de las especies pertenecientes
al género Nocardia, logrando que actualmente se encuentren identificadas y aceptadas 119 especies.
Se ha encontrado que N. brasiliensis, posee una alta semejanza con N. vulneris, sin embargo, dentro
de la misma especie es posible encontrar variaciones importantes y bien definidas que imposibilitan
la homogenizacion de los perfiles bioquimicos, de susceptibilidad a antibi6ticos e incluso de las
secuencias genéticas en este grupo. Por ello se desconoce actualmente si existen subespecies dentro
de especie de N. brasiliensis o grupos definidos por caracteristicas topoldgicas, metabdlicas,
estructurales o genéticas (Cruz, 2021).

El empleo de métodos moleculares con herramientas informaticas aunado al analisis filogenético,
no s6lo ayudaria a identificar exitosamente a N. brasiliensis, sino también nos permitiria observar,
analizar y agrupar las diferencias presentes en las distintas cepas pertenecientes a la misma especie
de N. brasiliensis explicando su variabilidad que puede deberse a subespecies, lo cual seria algo
benéfico para la ampliacion de los conocimientos que se tienen hasta el momento sobre esta
especie.

Antecedentes

La palabra actinomiceto tiene su origen de los vocablos latinos aktino que significa “rayo”, “sol” 0
algo filamentoso en términos cientificos y mycete sustantivo que significa “hongo”, haciendo
referencia a un hongo con filamentoso, ya que, anteriormente por su apariencia, se pensaba que los
actinomicetos eran hongos (Trujillo, 2015).

En cuanto a la clasificacion de los actinomicetos, estos pertenecen al dominio Eubacteria, clase
Actinobacteria y orden Actinomycetales, los cuales se subdividen en 195 géneros, de los cuales 190
se clasifican en 20 familias y 5 se hallan sin familia asignada (Cruz, 2021).

Los actinomicetos son bacterias filamentosas, Gram positivas, de tamafio pequefio, midiendo
menos de 1um, se encuentran ampliamente distribuidas en el medio ambiente, como en el suelo,
lagos, rios y océanos, son microorganismos con propiedades quitinoliticas, alto porcentaje de
guanina (G) y citosina (C) en su ADN, caracteristica que los hace morfol6gicamente diversos entre



si y ayuda a diferenciarlos de otras bacterias Gram positivas, poseen ribosomas, no cuentan con
aparato de Golgi, reticulo endoplasmico ni mitocondrias y su pared celular contiene &cido
muramico. Algunas especies de actinomicetos pueden reproducirse también como esporas con gran
resistencia a la humedad, a la sequia y al calor (Lloren & Ferreruela, s.f & Gonzélez, 2010).

La mayoria de las especies son heterétrofas, en su mayoria saprofitos, pueden ser aerobios o
anaerobios, segun el género, mesofilas, crecen en un rango de temperatura entre 25°C y 30°C y son
poco tolerantes a la acidez, razén por la cual requieren pH neutro para su Optimo crecimiento,
aungue crecen en un rango de pH entre 5 y 9. Metabolizan nitrégeno y carbono y mineralizan la
materia organica, producen geosmina y metilisoborneol, componentes que le dan el olor
caracteristico a “tierra mojada” en exteriores, y en agua de consumo humano pueden causar
cambios en su coloracién y en su sabor (Cruz, 2021 & Gonzalez, 2010)

En cuanto su crecimiento, tanto en su medio natural como en medios de cultivo, es muy lento, por
lo cual se dificulta su observacién, puede variar mucho, en cuanto a la especie o cepa, el tiempo de
incubacion y el medio de cultivo empleado. De manera experimental, se utilizan medios de cultivo
como Sabouraud con actidione, el agar infusion cerebro-corazon (BHI o Hearth-Blood Infusion). En
medios sélidos forman colonias puntiagudas, mientras que, en medios liquidos, constituyen formas
ramificadas con fragmentacion de micelio. Comlnmente se pueden hallar formacion de micelio
aéreo (ver imagen 1) el cual se puede observar sobre las colonias como una estructura blanquecina,
difusa y que sobresale del medio de cultivo. Al microscopio, se observan en forma de hifas finas
ramificadas, que se fragmentan en cocos y bacilos Gram positivos. El estudio de la morfologia de
los actinomicetos se basa principalmente en las caracteristicas macroscépicas y microscépicas del
microorganismo, ademas en pruebas bioquimicas y moleculares (Serrano & Sandoval, s.f &
Uzcéategui-Negron et al. 2003).

Imagen 1. Morfologia de una colonia de actinomiceto en medio sélido. A. Micelio aéreo. B. Micelio-sustrato
Imagen tomada de: Li et al., 2016.

Los actinomicetos causan una enfermedad denominada actinomicetoma que es una infeccion
granulomatosa (ver imagen 2) crénica causada por diversas bacterias filamentosas, siendo las
especies mas frecuentes Nocardia brasilensis y Nocardia asteroides. Esta enfermedad generalmente



aparece en personas de mediana edad que caminan descalzos, radicados en paises tropicales,
especialmente en México y Brasil. De acuerdo con una actualizacién de la revision epidemioldgica
del micetoma en México, de 3,933 casos, realizada en el afio 2013 por LOpez-Martinez y
colaboradores, se recopilaron datos de once centros de diagndstico micoldgico, de modo que la
prevalencia de esta enfermedad fue de 3,796 casos, donde 3,057 (80.53%) son causados por el
género Nocardia, con una incidencia de 73 casos por afio. Siendo Nocardia brasiliensis el agente
causal méas importante, representando el 65.58% de los casos, es decir, en 2,489 casos.

Imagen 2. A) Actinomicetoma provocado por Nocardia brasiliensis. B) Grano a nivel microscépico. C)
Tincién con lugol. Im&genes tomadas de: Espinosa, et al., 2017.

El término Nocardia fue acufiado en 1889 por Vittore Trevisan, es un género que pertenece a la
familia Nocardiaceae, orden de los Actinomycetales, clase Actinobacteria, phylum Actinobacteria y
dominio Eubacteria. Segun la Lista de Nombres Bacterianos con Nomenclatura Vigente (List of
Procariotic Names with Standing in Nomenclature o LPSN), revisada actualmente (2024) existen,
aproximidamente 174 especies descritas de Nocardia . Este género esta caracterizado por ser
aerobio, Gram positivo, acido alcohol-resistente debido a que producen acido micdlico,
morfol6gicamente son filamentosas, con tendencia a romperse en cocos o bacilos, su reproduccién
se da por fisién binaria y esporas. Su estructura quimica celular estd formada principalmente por
peptidoglicanos, quitina, acidos micdlicos y quinona isoprenoide, su pared celular es dependiente
de arabinosa y galactosa. Habitan en el ambiente, en suelo, en agua y en materia organica en
descomposicion. Se ha descrito que su predominio por regiones geogréaficas especificas de N.
brasiliensis es el clima tropical himedo (Lloren & Ferreruela, s.f, Hernanez, et al. 2010 & LPSN).

La especie Nocardia brasiliensis fue descrita inicialmente por Lindenberg en 1909, con el hombre
de Discomyces brasiliensis, sin embargo, a lo largo de los afios ha recibido una diversidad de otros
nombres como Streptothrix brasiliensis, Oospora brasiliensis, Actinomyces brasiliensis y
Actinomyces violaceus subsp. brasiliensis, siendo reconocida actualmente con el nombre de N.
brasiliensis y descrita por Gordon en 1959 (Mangieri, et al. 2021).

Macroscopicamente (ver imagen 3) esta bacteria forma colonias caracteristicas de los
actinomicetos, puntiagudas, secas y arrugadas, pudiendo evidenciar la presencia del micelio aéreo
por las estructuras blanquecinas en la superficie de la colonia, que pueden adquirir una coloracion



desde amarillo claro hasta anaranjado y en algunas ocasiones ambar o café. Microscopicamente son
bacterias Gram positivas y acido-alcohol resistentes, muestran largos filamentos ramificados y
forman micelios rizoides o entrelazados. En cuanto al micelio aéreo, este se observa como
estructuras cortas, rectas, largas o ramificadas con tendencia a fusionarse (Mangieri, et al. 2021).

Imagen 3. Nocardia brasiliensis a nivel macroscopicamente y microscopicamente. Imagen tomada de:
Rodriguez-Gutiérrez, 2014.

El genoma de N. brasiliensis tiene un tamafio aproximado de 9.5 Mb, de modo que, muestra ser una
bacteria patdégena con un genoma largo en comparacion con otros patégenos humanos. Se
encuentran 8,414 secuencias codificantes de proteinas, 51 para ARNt y 3 para el operon de ARNr
16S-23S-5S. El genoma contiene un 68% de las pares de bases G+C (Cruz, 2021).

N. brasiliensis presenta susceptibilidad a los antibiéticos como la amikacina, trimetoprima con
sulfametoxazol y resistencia a imipenem, ceftriaxona y pristinamicina (Cruz, 2021).

Metodologia

Cepas de estudio

En el presente estudio se sembraron inicialmente 25 cepas de la familia de actinobacterias, de la
serie 4000, las cuales fueron proporcionadas por el laboratorio de Produccion de Bioldgicos de la
UAM-Xochimilco, del laboratorio 202 ubicado en el edificio N.

De las cepas sembradas inicialmente, s6lo se lograron reactivar 12 que fueron las que se
describieron morfolégicamente, se les realizaron pruebas biogquimicas, extraccion de ADN y
amplificacion del gen 23S y a 6 de las 12 cepas amplificacion del gen 16S e identificacion
molecular y analisis filogenético.



Medio de cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes que
en concentraciones adecuadas y en condiciones fisicas optimas, crean las condiciones necesarias
para el desarrollo o crecimiento de los microorganismos. Debido a la gran diversidad metabodlica
gue poseen los microorganismos, existe una amplia variedad de medios de cultivo (Barrero, 2016),
entre los que se encuentran los semi-selectivos para el aislamiento de actinomicetos como el Agar
de Bennett empleado principalmente para el aislamiento de Nocardia y Streptomyces (Pérez-Corral,
et al. 2015).

Tincién Gram

Es un tipo de tincion diferencial debido a que emplea dos colorantes (cristal violeta y safranina), por
lo cual se diferencian a las bacterias en dos grandes grupos: bacterias gram positivas (se tifien de
color purpura 0 morado) y bacterias gram negativas (se tifien de color rosa) (ver imagen 4) , ya que,
el principio de esta tincidn se basa en las caracteristicas de la pared celular de las bacterias, la cual
le confiere propiedades especificas a cada microorganismo. En la imagen 4 podemos observar que
las bacterias Gram positivas poseen una pared celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero
no cuentan con membrana celular externa, mientras que a pared celular de las bacterias Gram
negativas estd constituida por una capa fina de peptidoglicano y una membrana celular externa
(Lopez-Jacome, et al. 2014).

B) Gram-positive Gram-negative

Imagen 4. A)Diferenciacién de bacterias Gram positivas y negativas a través de la tincion Gram. B) Pared
celular de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Imagen tomada de: lkner, s.f.

La tincion de Gram se basa en colocar como colorante primario cristal violeta, el cual posee
afinidad con el peptidoglicano de la pared celular bacteriana. Después se coloca lugol, el cual sirve
como mordiente o fijador del color, por lo que impide la salida del cristal violeta por la formacion
de un complejo cristal violeta-yodo que satura los espacios del peptidoglicano de la pared celular.



En seguida, se coloca una mezcla de alcohol-acetona que deshidrata la pared bacteriana y cierra los
poros de esta y destruye la membrana externa sélo en las bacterias Gram negativas dado que ésta es
soluble a la accién de solventes organicos, como la mezcla de alcohol-cetona. En cuanto a las
bacterias Gram positivas debido a que contienen una gran cantidad de peptidoglicano, retienen con
mayor fuerza este complejo, mientras que las Gram negativas no lo pueden retener por tener menos
cantidad de peptidoglicano. Finalmente, se coloca safranina, la cual funciona como un colorante
secundario o de contratincion y funciona para tefiir las bacterias que no pudieron retener el
complejo cristal violeta-yodo. Por lo que las bacterias Gram positivas se tifien de color morado o
purpura, mientras que las Gram negativas son tefiidas de color rosa (Lépez-Jacome, et al. 2014).

Pruebas bioquimicas:

Pruebas que permiten determinar las caracteristicas metabolicas de las bacterias que son objeto de
identificacion. Algunas de estas pruebas son rapidas o pueden realizarse mediante sistemas
miniaturizados como los de API®, los cuales son métodos rapidos que permiten la identificacion de
microorganismos a través de la realizacion de diferentes pruebas bioquimicas. Estos se encuentran
en un dispositivo de plastico con varios microtubos que contienen diferentes medios de cultivo
deshidratados o diferentes sustratos de enzimas dependiendo del tipo de prueba que se requiere
montar. Entre las pruebas bioquimicas que se pueden realizar con estos sistemas estan las pruebas
de fermentacion de carbohidratos, la determinacion de la produccion de H,S, la determinacion de la
hidrolisis de la gelatina, etc.(Apiweb®, 2010).

Existen diferentes sistemas de API® (ver imagen 5) que comparten el mismo fundamento, sin
embargo, difieren en el nimero y tipo de pruebas que permiten realizar, ya que su seleccion esta
relacionada con la actividad metabdlica del género al que pertenece el microorganismo a identificar.
Y dentro de estos sistemas se encuentran API® 20E y API® 20NE que constan de 20 microtubos
que permiten la identificacion de la bacteria de estudio (Apiweb®, 2010).
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Imagen 5. Sistemas API®. Imagen tomada de: (Apiweb®, 2010).

Sensibilidad antimicrobiana:

Un antibiograma nos permite determinar si un microorganismo, bacteria u hongo no es capaz de
crecer en presencia de uno o varios farmacos antimicrobianos. ElI método del antibiograma
disco-placa consiste en depositar en la superficie de agar de una placa de petri previamente



inoculada con el microorganismo de estudio, discos de papel secante impregnados con diferentes
antibioticos. En cuanto el disco impregnado de antibiotico se coloca en la superficie himeda del
agar, el filtro absorbe agua y el antibiético se difunde a través del espesor del agar radialmente, a
partir del disco formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas las 18-24 horas de
incubacion los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicion si son sensibles al antibi6tico y
con crecimiento alrededor del disco si no son sensibles como se muestra en la imagen 6 (Picazo,
2000).

Imagen 6. Halos de inhibicidn en prueba de sensibilidad antimicrobiana. Imagen propia.

Extraccion de ADN:

La obtencion de &cido desoxirribonucleico (ADN), es el punto de partida para la mayoria de analisis
genéticos y la obtencion exitosa de datos confiables y reproducibles, lo que depende en gran medida
de la forma en que se extrae y purifica al ADN. Hoy en dia, el estudio de la variacion genética entre
individuos, poblaciones y especies para explicar patrones y procesos ecolégico-evolutivos se aborda
mediante marcadores moleculares en los que es posible amplificar genes especificos in vitro a
través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en Inglés : Polymerase Chain
Reaction) y secuenciacion, los cuales permiten analizar la variacion de la molécula del ADN. Estos
datos moleculares han permitido estudiar con mayor precision los patrones de diversidad genética y
su distribucion; el comportamiento; la seleccion natural; las interacciones bioldgicas; la
composicidn, funcionamiento y dindmica de comunidades microbianas; las relaciones filogenéticas,
entre otros (Ramos, 2018).

La extraccion consiste en el aislamiento y purificacion de moléculas de ADN y se basa en las
caracteristicas fisicoquimicas de la molécula. EI ADN estd constituido por dos largas hebras o
cadenas de nucle6tidos unidas entre si que forman una espiral llamada doble hélice. Los nucle6tidos
estan integrados por una azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada (adenina
(A), guanina (G), citosina (C) o timina (T)), estas bases se emparejan: A con Ty C con G. La union
de los nucledtidos ocurre entre el grupo fosfato y el azlcar, mediante enlaces fosfodiéster, dando
lugar al esqueleto de la molécula. Las bases de cadenas opuestas se unen mediante puentes de
hidrogeno y mantienen estable la estructura helicoidal. Los grupos fosfato estan cargados
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negativamente y son polares, lo que le confiere al ADN una carga neta negativa y lo hace altamente
polar, caracteristicas que son aprovechadas para su extraccion. Tienen una fuerte tendencia a
repelerse, debido a su carga negativa, lo que permite disolver al ADN en soluciones acuosas y
formar una capa hidratante alrededor de la molécula. Pero, en presencia de etanol, se rompe la capa
hidratante y quedan expuestos los grupos fosfato. Bajo estas condiciones se favorece la unién con
cationes como Na* que reducen las fuerzas repulsivas entre las cadenas de nucleétidos y permiten
gue el ADN precipite (ver imagen 7). Por otro lado, la carga neta negativa del ADN le permite
unirse a moléculas y matrices inorganicas cargadas positivamente (Ramos, 2018).

Imagen 7. Visualizacion del ADN en tubos eppendorf.

Prueba de pureza amplificando el inserto del gen 23S rRNA y amplificacion del gen
16S rRNA e identificacion molecular:

En la técnica de PCR cuando se emplean primers universales y especificos permite la amplificacion
y secuenciacion, del gen 16S y 23S rRNA. La amplificacion de genes sirve para aumentar el
namero de copias de un gen. Especificamente la amplificacién del gen 23S nos permite asegurar la
pureza de las cepas de estudio (Rodicio & Mendoza, 2003).

El ARN ribosomico (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en estudios de
filogenia y taxonomia bacterianas. Se considera un cronémetro molecular, debido a que cambian
con el tiempo, idea introducida por Zuckerkandl y Pauling, que se ha empleado durante décadas
para establecer las relaciones filogenéticas entre los seres vivos, creando un marco apropiado para
su clasificacion e identificacion (Rodicio & Mendoza, 2003).

El analisis de los 16S rRNA se ha utilizado ampliamente para establecer las relaciones filogenéticas
dentro del mundo procariota, que tiene un gran impacto en la visiéon de la evolucién y, como
consecuencia, en la clasificacion e identificacion bacteriana (Rodicio & Mendoza, 2003).

El gen de rRNA 16S tiene una tasa de mutacion baja en la evolucion, lo que permite la
diferenciacion entre especies muy relacionadas. Para saber que dos cepas pertenecen a la misma
especie, deben presentar una similitud mayor al 98.7% en la secuencia que se obtenga (Cruz, 2021).

Existe una variedad de programas que permiten trabajar con las secuencias obtenidas de la
amplificacion del gen 16 SRNA y saber que tanta similitud tiene dicha secuencia con otras de
referencia o tipo. Entre estos programas se encuentran los empleados en el presente trabajo que
son:
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Analisis filogenético y restrictivo:

La filogenia la parte de la biologia que se encarga del estudio de las relaciones evolutivas cuya
finalidad es mostrar la historia evolutiva del grupo taxondmico de estudio e indicar las relaciones
evolutivas entre las secuencias o especies, que descienden de ancestros comunes, también puede
indicarnos cuales son las distancias entre ellas. El objetivo final es un arbol filogenético también
conocido como dendrograma, en el que se refleja el proceso de evolucion donde las entidades
bioldgicas son el resultado de descendencia con modificacion entre especies ancestrales y
descendientes (Pefia, 2011).

Por otro lado, un analisis restrictivo se lleva a cabo gracias a las enzimas de restriccion, las cuales
son una herramienta importante para diversos métodos de laboratorio como la PCR, la modificacién
genética, clonacion de secuencias de ADN, la tecnologia de ADN recombinante, entre muchas otras
areas de la gendmica. Son proteinas aisladas a partir de bacterias que reconocen los pares de bases
en el ADN, se unen a una secuencia palindrémica que tiene una copia espejo de si misma y
permiten cortar las secuencias de ADN en sitios especificos, dando fragmentos de ADN con una
secuencia conocida (NIH, s.f & Gonzélez & Bueno, 2013).

Objetivo general:

Realizar un analisis filogenético de cepas de Nocardia brasiliensis de la coleccién de cepas del
Laboratorio de Produccion de Biol6gicos

Objetivos especificos:

Realizar un analisis taxonémico de las cepas de estudio.

Realizarles un antibiograma a las cepas de Nocardia brasiliensis.

Extraer el ADN y realizar PCR a las cepas de estudio.

Realizar un analisis filogenético y restrictivo de las cepas de Nocardia brasiliensis.

Aplicar las técnicas de restriccién in silicio para un analisis filogenético.

Procedimiento

1. Activacion de las cepas de actinobacterias de origen clinico en medios de cultivo
adecuados para su crecimiento.

1.1 Preparacion de medio de cultivo Bennet
a) Enun litro de agua se disolvieron los siguientes componentes:

o Extracto de levadura ----------- 1lg
o Extracto de carne--------------- 1lg
o Caseina digerida---------------- 29
o Glucosa 109

b) Se esteriliz6 en autoclave a 1 atm durante 15 min.
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1.2 Siembra en tubo

a) Se coloco aproximadamente 5 ml del medio de cultivo previamente preparado en
los tubos.

b) Se esterilizaron a 1 atm durante 15 min.

¢) Seincliné el tubo y dejaron enfriar.

d) Se procedid a sembrar en un area limpia y estéril, se esteriliz6 el asa bacterioldgica,
se enfrid y tomo la cepa, se sembraron en forma de zig-zag como se muestra en la
imagen 8.

" Siembra en
Zig-zag

i

|
Asade

siembra
[ ( -I
|

." \ = ‘o ~
‘; Muestra Medio (agar inclinado)

Imagen 8. Siembra en tubo en zig-zag. Imagen tomada de: Castillo, et al. s.f.

1.3 Siembra en estria cruzada en cajas Petri

Se llenaron las cajas Petri a % partes de su capacidad con el medio de cultivo previamente
esterilizado y se dej6 enfriar.

a) Luego se procedid a esterilizar el asa bacterioldgica.
b) Se tomd la muestra de la cepa a sembrar.
c) Sesembraron en forma de estria cruzada como se muestra en la imagen 9.

tercer grupo

de estrias

Imagen 9. Siembra por estria cruzada. Imagen tomada de: Reyes, 2014.
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2. Descripcion morfoldgica colonial y celular y pruebas bioguimicas automatizadas API
y sensibilidad a antibidticos.

2.1 Tincidon Gram (ver imagen 10)

a) Se coloco una colonia en un portaobjetos limpio con un poco de agua destilada para
que la muestra se pueda esparcir bien y fijarlo al fuego con los mecheros.

b) Se puso el portaobjetos en el puente de tincién y colocarle el colorante primario
cristal violeta durante 1 min y quitar el exceso con agua.

¢) Luego se le agregd Lugol de igual manera durante 1 minuto y se enjuago con agua.

d) Se decolor6 con alcohol-acetona y enjuag6 con agua.

e) Finalmente se agrego el colorante secundario safranina durante un minuto y quito el
exceso con agua.

f) Se dejo secar, se le agregé una gota de aceite de inmersién, se observé al
microscopio con el objetivo 100x y se determind si la bacteria es Gram positiva o
negativa y que tipo de bacteria es.

Cristal Violeta Lugol Alcohol-Acetona Safranina
U@m U@m B@@ U@m
6 ¢ O o

&Sy &S &S

& & & B

Todos Pirpura Todos Parpura Gram positivos Gram positivos
Parpura Parpura

Gram negativos Gram negativos
Incoloros Rosas

Imagen 10. Pasos para llevar a cabo la Tincién Gram. Imagen tomada de CIH.

2.2 Foto Colonial
a) Sesembro en forma de botdn la cepa de estudio en un area limpia y estéril.
b) Seincubd en la estufa a 37° C hasta presentar crecimiento.
c) Setomo la foto colonial con ayuda de una camara fotografica y se realizé el anélisis
y descripcion morfoldgica.

2.3 Pruebas bioquimicas APl 20E y 20 NE
2.3.1 Se prepar6 solucién salina fisiolégica al 0.9% para esterilizarlas en tubos de
ensayo con perlas de vidrio.
2.3.2 Posteriormente se depositd la biomasa en ellos y se sometio a vortex.
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AP120 E

a)

b)

d)
e)

9)

Se llend de agua los alvéolos para crear un ambiente himedo para la suspension

bacteriana en los tubos de la galeria, evitando formar burbujas.

Para las pruebas CIT, VP y GEL se llen y para las demés pruebas se llené solo el

tubo.

Para ADH, LDC, ODC, H;S y URE se llend la clpula con aceite de parafina

(glicerina) para crear un ambiente anaerobio.

Se cerro la cdmara e incub6 por 48 ha 37° C

Se realizo la lectura e interpreto:

o 1gotade reactivo TDA a la prueba TDA. Marrén indico POSITIVO (+)

o 1gotade reactivo JAMES a la prueba IND. Rosa indicé POSITIVO (+)

o 1 gota de reactivo VP1 y VP2 a la prueba VP y se esperd que transcurrieran 5
min. Rosa-rojo indicé POSITIVO (+). Si aparecid6 10 min después era
NEGATIVO ().

Reduccion de NO; y N, y formacion de Nitrogeno. Se agregd una gota de NIT 1y

NIT 2 a la prueba GLU y se espero que pasaran 5 min. Rojo indicé POSITIVO (+

NO,). Amarillo o microburbujas indicé NEGATIVO (- N,). Se agregaron de 2 a 3

mg de Zinc en la prueba GLU vy se esperd que transcurrieran 5 min. Amarillo indico

POSITIVO (+ N2), Rojo-naranja indicé (NO2)

En la imagen 11 se muestra como se visualizan los resultados negativos y positivos
de la prueba bioguimica API 20E.

A A A|lA A A A A A A A

M Z MM MM M M M M M
P A U A|lA A A A A A A A
O | R L R R/IR|/ R R R R R R
S | - | | | | | | | | |
| L V L|L L L L L L L L
T L E L|L L L L L L L L
| O R 0O 0 O 0 O o o0 o
V D
(0] E

g

PRUEBAS NEGATIVAS
N ~
0l 0=l fo ST L
0] | | e IV
ONPGADH  LDC A GDG TGITT 125 A URE ToA  inD A VP GELI GLu A MAN TNO SOR A A BAC MEL A AMY  ARA
PRUEBAS POSITIVAS

] KA A H U p Ao M M | N

%

»

ONPO ADH o QQ(, <ir) L3 |z_, uRe TOA IND LvYP) IGEL GLU MAN INO ;-()H HHA SAC MEL /\MY AHA

Imagen 11. Resultados negativos y positivos de la prueba bioquimica API 20E. Imagen tomada de (Apiweb®, 2010).
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API 20 NE: Sistemas de 8 ensayos convencionales y 12 ensayos de asimilacion.

a) Agregar agua en alveolos para crear un ambiente himedo.
b) Rellenar los tubos de NOs; a PNPG con suspension bacteriana salina.
c) Abrir la ampolla APTAUX Medium y transferir 200 pl de la suspension salina bacteriana'y

homogeneizar.

d) Rellenar los tubos y cupulas desde GLU a PAC.

e) Rellenar con aceite de parafina los ensayos GLU, ADH y URE.
f) Cerrar la cAmara e incubar por 48 hrs. A 37°C.

g) Realizar la lectura e interpretar:

- 1gotareactivo NIT 1y NIT

- Sensibilidad antimicrobiana a NOs. Después de 5 min color rojo indica POSITIVO (+).
Si es NEGATIVO (-) agregar Zn, incoloro indica POSITIVO y rosa-rojo indica
NEGATIVO (-) (los nitratos se han reducido a nitritos por la adicion de Zn).

- 1lgotade JAMES a TRP. Rosa indica POSITIVO (+).

- Cdpulaturbia indica POSITIVO (+) en ensayos de asimilacion.

h) En la imagen 12 se muestra cémo se visualizan los resultados negativos y positivos de la

prueba bioquimica API 20NE.
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| - | | | | | | | | | |
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R
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Imagen 12. Resultados negativos y positivos de la prueba bioquimica APl 20NE. Imagen tomada de (Apiweb®, 2010).
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2.4 Sensibilidad antimicrobiana:
3. Se sembraron las cepas de estudio en medio de cultivo Bennet por siembra masiva (ver
Imagen 13).

Imagen 13. Visualizacion de siembra masiva bacteriana en caja.

4. Se colocaron los siguientes diferentes sensidiscos de antibidticos comerciales impregnados,
sobre la cepa sembrada previamente:
[] Rifampicina 5 pg (RF)
[J Amikacina 30 ug (AN30)
[(] Cefamandol 30 pg (MA30)
[J Ciprofloxacino 5 pg 5 pg (Cip5)
[] Eritromicina 15 pg (E 15)
[] Bacitracina 10 IU/IER_/UI (B10)
[J Cefotaxima 30 pug (CTX 30)
[ Ceftizidima 30 pg (CAZ30)
[J Carbenicilina 100 ug (CB100)
] Amoxicilina/Acido Clavulonico 30 pg (AMC30)
[C] vancomicina 30 ug (VA30)
[] Estreptomicina 10 pg (S10)
] Piperacilina 100 pg (PIP100)
[] Ampicilina 10 pg (AM10)
[] Rifampicina Sug (RAS)
5. Seincubaron en la estufaa 37°C hasta notar crecimiento (aproximadamente 4 dias) y se
observé si hubo formacion de halos de inhibicion alrededor del sensidisco impregnado con
el antibidtico (ver imagen 6) para reportar si hubo sensibilidad o no.

6. Extraccion de ADN de las cepas de estudio y prueba de pureza amplificando el inserto
del gen 23S rRNA.

6.1 Extraccion de ADN bacteriano:
a) Se resuspendieron las células con 480uL de EDTA 0.5 M
b) Se les adicion6 60pL de lisozimay mezcl6 cuidadosamente.
¢) Seincubaron las muestras a 37°C por 1 hora, en la estufa.
d) Se centrifugaron a 14000rpm por 5 min. y se removid el sobrenadante.
e) Seagregd 600pL de solucion de lisis nuclear del paquete de purificacion Promega y
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P)

q)

mezclé cuidadosamente.

Se incubaron las muestras a 80°C por 5 min. en bafio maria y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente.

Se les afiadio 3uL de solucion de RNAsa y mezclé por inversion del tubo 3 veces.
Se incubaron a 37°C por una hora en la estufa y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente.

Se les afiadié 200uL de solucion de precipitacion de proteinas y se agit6 en vortex
por 20 segundos.

Se incubaron en hielo por 5 min.

Se centrifugaron a 14000 rpm por 3 min. y se transfirio el sobrenadante a un tubo
eppendorf de 1.5 mL con 600pL de isopropanol.

Se mezclaron suavemente hasta la formacion de hebras de ADN.

Nuevamente se centrifugaron a 14000 rpm por 2 min. y se drené el tubo en papel
absorbente.

Se les adicion6 600 pL de etanol al 70% y se invirtieron los tubos varias veces para
no despegar el pellet.

Se centrifugaron a 14000 por 2 min y se elimind cuidadosamente el etanol. Se
dejaron secar por 10-15 min.

Se les agregd 100uL de solucion rehidratante y se incubaron en refrigeracion por 24
horas (4° C).

Finalmente se visualiz6 el ADN bacteriano mediante electroforesis en gel de
agarosa.

6.2 Amplificacion del gen 23S rRNA:

La amplificacion del gen 23S mediante PCR, es un biomarcador que sirve para la identificacion del
grupo actinobacteria y es visualizada en una electroforesis.

En esta técnica se emplearon dos primers o cebadores:

=> InsF 5°’-MAD GCG TAG NCG AEG G-3’

-

a)
b)

InsSR 5°-GTG WCG GTT NBG GTA-3’

Se esterilizé todo el material a utilizar y se realiz6 todo el proceso en la campana de
extraccion.

En un tubo eppendorf se fue agregando el siguiente mix:

23S Taq Green Mix 9 reacciones

ADN 1.0 ul

Bufer

Primer F 25u

Primer R 25u

Taq 12.5 ul (Go Tag® G2 Green Master Mix)
H.O 2.5l (agua libre de nucleasas)

La PCR se llevé a cabo en ciclos en los que sucede la pre-desnaturalizacion,
desnaturalizacion, acoplamiento y elongacién, bajo las siguientes condiciones:

94 °C por 5 min (pre-desnaturalizacion)
94°C por 1 min (desnaturalizacion)
59°C por 30 seg (acoplamiento) " 40 ciclos
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o 72°C por 10 min (elongacidn) [ <o sictos
¢ 4°Cx
d) Los fragmentos amplificados se observaron mediante electroforesis, en un gel de agarosa al
1.5%, el cual se elabor6 como en la tabla de a continuacion. Siendo la amplificacion de una
banda de 350 pb la de una actinobacteria.

Visualizacién de amplificacion de 23S

Molde grande

TAE 1X 30 mL
Agarosa 450 mg a 1.5%
Bromuro de etidio 3uL
Bufer de carga 2 uL
ADN 15 pL
Marcador de peso molecular de 100pb 5ulL
Tiempo de camara 25 min

Tabla 1. Componentes para la realizacion del molde grande de gel de agarosa para la visualizacion de amplificacion del
gen 23S.

7. Amplificacién del gen 16S rRNA e identificacion molecular utilizando herramientas
bioinformaticas.

a) En esta técnica se emplearon dos primers o cebadores:

= 1492R 5°-TAC GGY TACCTTGTTACGACT T-3’
= InsSR5’-AGAGTT TGATCM TGG CTC AG-3’

- ADN 30w
- Bufer 25ul
- PrimerF 2.5ul
- PrimerR 25ul

- Taq 0.2 ul
- H20 143
25wl

b) Laamplificacion del gen 16S se llevo a cabo en los siguientes ciclos:

94 °C por 5 min (pre-desnaturalizacion)
94°C por 1 min (desnaturalizacion)
59°C por 30 seg (acoplamiento)

72 °C por 10 min (elongacion)

4° C x

= 40 eichos
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c) Los fragmentos amplificados se observaron mediante electroforesis, en un gel de agarosa al
1.5%, elaborado como se muestra en la tabla de a continuacién. Siendo la amplificacion de
una banda de 1400-1500 pb la de una actinobacteria.

Visualizaciéon de amplificacion de 16S

Molde grande
TAE 1X 30 mL
Agarosa 450 mg a 1.5%
Bromuro de etidio 3uL
Bufer de carga 2 uL
ADN 10 L
Marcador de peso molecular de 100pb 5ulL
Tiempo de camara 25 min

Tabla 2. Componentes para la realizacion del molde grande de gel de agarosa para la visualizacion de amplificacion del
gen 16S.

8. Anélisis con enzimas de restriccion in situ y analisis filogenético
a) Se mandaron a secuenciar el ADN de las 7 cepas de estudio, en el cual se
emplearon enzimas de restriccion que cortaron las secuencias de ADN en sitios
especificos.
b) Nos enviaron las secuencias a las cuales posteriormente con ayuda del programa
BioEdit (ver imagen 14) se pudieron editar, alinear la secuencias Ry F y
finalmente se obtuvo una secuencia contig.

b4 i t Editor - [C: ONTIG 4002.bio] - o x
% File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA Options Window Help

=D

| 8 [Couetew <[l <] B 3 total sequences

Mode:[Edt ] <] Selection: 0 Sequence Mask
b Overvite = |52 ion Numbering Mask:

&1 DIT § oo+ EHE
]

D A e et
T R

= 30 40 50

cap A2002 27|TGCAG! c TCGEGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAG!

cap 24002 14
contig-0 TGCAGTCGAGCGGTARGGCCCTTCGGGGETACACGAGCGGCGAAC

Imagen 14. Caréatula programa BioEdit
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c) Posteriormente la secuencia contig obtenida previamente se copié y pegd en las
bases de datos Blast y EzBioCloud en donde se encontraron regiones similares
entre secuencias bioldgicas 16S y se compararon con bases datos de secuencias y se
calcul6 la significancia estadistica dando porcentajes (%) de similitud que se
observan en la tabla 8.

Resultados y discusion

En cuanto a sus caracteristicas microscopicas se observé que todas las cepas de estudio son
gram positivas (gram +), filamentosas, hifas ramificadas y fragmentadas, como se observa
en latabla 3.

4002 4016 4118

4224 4232 4235

4239-B 4316 4407-B




4416

4428

4464

Tabla 3. Imagenes microscopicas de las cepas de estudio.

De manera macroscépica se observaron variabilidades en la morfologia de las cepas de estudio, en
cuanto al color (blanquecinas de su superficie debido a la presencia de micelio aéreo, de color
amarillo claro, anaranjadas, ambar) tamafio y formacion de colonias. Sin embargo, tienen en comdn
la dureza, forma puntiaguda, colonias secas y arrugadas, como se observa en la tabla 4.

4002

4118

4232

4235
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4316 4407-B

4416 4428 4464

Tabla 4. Vision macroscopica de la morfologia de las cepas de estudio (fotos coloniales).

Las pruebas bioquimicas permitieron determinar las caracteristicas metabdlicas y necesidades
nutricionales de las bacterias objeto de identificacion. Obteniendo los resultados que se muestran
enlatabla5y 6.

Por otra parte, con respecto a las pruebas de sensibilidad antimicrobiana podemos observar en la
tabla 7 que hay diferencias entre las cepas en cuanto al antibiético a las cuales son resistentes y
sensibles, aunque se trate del mismo género de bacterias, sin embargo, todas las cepas mostraron
una similitud en cuanto al antibiético que son resistentes, que es la Rifampicina pese a que es un
agente bactericida de amplio espectro y es activa contra bacterias gram positivas y contra algunas
micobacterias (Rodriguez, 2015).

La extraccion de ADN permiti6 la separacion y purificacion del ADN de las cepas de estudio cuya
finalidad fue poder analizarlo y manipularlo para poder llevar a cabo la amplificacion del gen 23S
(ver imagen 15) que permitié descartar a aquellas cepas de estudio que no mostraron una banda de
amplificacion de 350 pb que indicaba que era una actinobacteria, lo que pudo indicar que las cepas
no estaban puras, posiblemente porque estaban contaminadas por otras bacterias. Las cepas
descartadas fueron las de la serie 4232, 4235, 4239-B, 4407-B y 4428, cepas que no se mandaron a
secuenciar y no se les realiz6 el andlisis filogenético por lo anterior mencionado.

Asi mismo la extraccion de ADN permitio la amplificacion del gen 16S que favorecié en la
confirmacion de que las cepas de estudio realmente fueran actinobacterias, esto se confirmo con la
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banda de amplificacion del rango de 1400-1500 pb. Las cepas que obtuvieron estos valores, fueron
las enviadas para ser secuenciadas y asi poderles realizar el andlisis filogenético con ayuda de las
bases de datos EzBioCloud y BLAST, que nos proporcionaron datos del % de identidad que
muestran en la tabla 8, de tal modo que se realiza un andlisis del genoma y se compara con la
informacién de estas bases de datos y asi se obtuvé el nombre de la bacteria con la cual tiene
similitud la secuencia de estudio.

80.77 % Nocardia brasiliensis 84.60% Nocardia altamirensis
strain ZC-21
4002 80.77% Nocardia altamirensis strain DSM
44997
4002 F 94.17% Nocardia brasiliensis strain 2 78.75% Nocardia vulneris
NBRC 108936
4002 R 99.78% Nocardia brasiliensis LAZC-25 99.89% Nocardia vulneris
. . NBRC 108936
99.78% Nocardia vulneris NBRC W9851
4016 76.47% Nocardia brasiliensis strain yhll 96% Nocardia altamirensis
4016 F 96.58% Nocardia basiliensis strain yhl1 75% Nocardia brasiliensis
4016 R 98.22% Nocardia brasiliensis strain ZC-1 96.81% Nocardia altamirensis
98.84% Nocardia brasiliensis strain | 98.91% Nocardia brasiliensis
AZC-19 NBRC 14402
4118
4118 F 97.17%  Nocardia brasiliensis strain | 96.94% Nocardia brasiliensis
4022-LPB NBRC 14402
4118 R 99.68% Nocardia brasiliensis strain XHO01 99.89% Nocardia brasiliensis
NBRC 14402
94.51% Nocardia brasiliensis strain | 94.9%
AZC-19 . e
4224 Nocardia brasiliensis NBRC
14402
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758207788
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343205882
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343205882
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343205882
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1798226580
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1798226580
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758207771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2413739420
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2413739420
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2413739420
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2413739420
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2413739420
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2413739420

4224 F

4224 R

4416

4416 F

4416 R

4464

4464 F

4464 R

97.56% Nocardia brasiliensis strain 4056

95.17% Nocardia brasiliensis strain

99.12% Nocardia mikamii strain W9013
16S ribosomal RNA gene.

100% Nocardia mikamii strain W9013 16S
ribosomal RNA gene.

100% Nocardia mikamii strain W9013 16S
ribosomal RNA gene.

97.11% Nocardia exalbida strain DSM
44883 16S ribosomal RNA.

99.72% Nocardia exalbida strain DSM
44883 16S ribosomal RNA.

100% Nocardia exalbida strain DSM 44883
16S ribosomal RNA.

86.65% Nocardia brasiliensis
NBRC 14402

95.68% Nocardia brasiliensis
NBRC 14402

98.30% Nocardia

cerradoensis

100% Nocardia mikamii

100% Nocardia mikamii

97.7% Nocardia exalbida

99.72% Nocardia exalbida

100% Nocardia exalbida

Tabla 8. Porcentajes (%) de Identidad segin EzBioCloud y BLAST de las diferentes cepas de estudio.

Como se puede observar en la tabla 8 al menos 5 de las 7 cepas que se mandaron secuenciar, la
primera opcion arrojada por las bases de datos, presentaron un porcentaje de similitud mayor con el
género Nocardia brasiliensis como se esperaba.

12 13 1‘5 dammin 18 19" 2RSS

Imagen 15. Electroforesis de la amplificacion del gen 23S de las cepas de estudio.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_169655852
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_169655852
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_169655852
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_169655852
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_169655852
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_169655852
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321169
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321169
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321169
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321169

Conclusion

La morfologia microscépica y macroscopica, asi como las pruebas bioquimicas tales como
sensibilidad a antibidticos y API nos ayudaron a conocer a las bacterias de estudio, identificando
sus caracteristicas fenotipicas

La amplificacién de diferentes genes, nos ayudaron a conocer a las bacterias de estudio a nivel
taxondémico. La amplificacion del inserto del gen 23S rRNA nos permitié comprobar que nuestras
cepas son de la familia de actinobacterias al amplificar el inserto de gen a 350pb. La amplificacion
del gen 16S rRNA nos permitio identificar a las cepas a nivel de género y especie.

Las pruebas fenotipicas y genéticas nos indicaron caracteristicas diferentes en las cepas de la misma
especie, Nocardia brasiliensis, 1o que nos demuestra que esta especie tiene diferencias fenotipicas
interespecie y se sugiere que puede ser un complejo.

Este trabajo demuestra diferencias entre las especies del filo Nocardia brasiliensis.

Cronograma de actividades

ACTIVIDAD

1.Activacién y siembra de | X X
cepas
2.Descripcion morfoldgicay X X

pruebas bioquimicas

3.Extraccion de ADN vy X
amplificacion del gen 23S
rRNA

4. Amplificacion del gen 16S X
rRNA e identificacion
molecular

5.Analsis filogenético X

6.Escritura del reporte final X

Tabla 9. Cronograma de actividades a realizar en la presente investigacion.
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API 20 E
L] orUEBAS

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

4002 - - - - + - - - - + + - - - - - - = = = = =

4118 + . - - + - - - - + + - - - - - - - - - .

4224

1
1
1
1

+
1
1
1
1

+

+
1

+

+

+

+

+

+
1
1
1
1

4232 i - - - - - - - - + + - + + + + + + - - + +

4235 + - - = - - - + - + + + + = = = = = = = o o

4239-B

4316 + - - - + - - - - + + - - - - - - - - - - -

4407-B

.
:
:
:
:
:
:
:
.
-
3
:
.
.
.
.
.
:
:
:
:
:

4416 + - - - - - - - - + + - + + + + + + = = + +

4428 + - - - + - - - - + + - - - - - + - - - -

4464

.
.
.
.
.
.
:
:
:
.
"
.
-
-
-
.
-
-
.
.
.
.

+
1
1
1
1
1
1
1
1

+

+
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Tabla 5. Pruebas bioquimicas API 20E.
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API 20 NE

- PRUEBAS

NOs TRP GLU ADH URE ESC GEL PNG GLU ARA MNE MAN NAG MAL GNT CAP ADI MLT CIT

+ - + + + + + + + + + + + + + = = + + =
+ - + + - + + + + + + + + + + - + + + -
+ = = = = + + + + + + + + + + = = + + =
+ = = = = + + + + + + + + + + = = + + =
+ - + - - + + + + + + + + + + - - + + -
+ = + = = + + + + = = = = = = = = + = =
+ - - - + + + + + + + - + + + - + + - -
+ = + + = + + + + + + + + + + = + + + =
+ + + = = + + = = = = + = + + = + + + =
+ - + + + + + + + + + + + + + - - + + -
+ = = = = + + + + + + + + + + = + + + =
+ = = = = + + + = + + = + + + = + + + =

Tabla 6. Pruebas bioquimicas API 20NE.
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Cepa AN30  MA30  CIPS B10 CTX30 CAZ30 CB100 AMC30 VA30 S10 PIP100 AMI10 RAS5

4224

4235

4316

4416

4464

Tabla 7. Resultados de la Sensibilidad Antimicrobiana, donde R=Resistente y S=Sensible.
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