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RESUMEN

Janeth Alejandra Almaguer Chavez Fecha de Graduacion:Jun,2012

Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn

Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: “EFECTO DEL SUBCULTIVO EN LA VIRULENCIA
DE Nocardia brasiliensis”

Numero de péaginas: 75 Candidato para el grado de
Doctor en Medicina

Area de Estudio: Medicina

Propésito y Método del Estudio: Nocardia brasiliensis es un actinomiceto
saprofito responsable de originar micetoma en el humano y en animales. La
virulencia de Nocardia brasiliensis hasta hoy, no ha sido definida
completamente. La disminucién de la virulencia mediante el subcultivo
seriado de otros microorganismos tiene un efecto importante en la
atenuacion de su virulencia, un ejemplo es Mycobacterium bovis que sigue
aun utilizandose como vacuna (BCG) en el programa de la Organizacién
Mundial de la Salud. En el presente estudio se llevo a cabo la manipulacion
de N. brasiliensis HUJEG-1 mediante130 subcultivos seriados con el
propésito de atenuar su virulencia; y se probé en un modelo murino de
infeccion experimental comparativo con cepas de diferentes grados del
subcultivo. Las lesiones obtenidas en los  distintos grupos fueron
analizadas y las inducidas por la cepa 130 fueron evaluadas mediante
estudio histopatolégico e inmunohistoquimico. Finalmente se evalud el
desarrollo de resistencia a la infeccion en los grupos que fueron
previamente sensibilizados con las cepas 100 y 130.

Contribuciones y Conclusiones: Se comprobé que el subcultivo por pasaje
seriado de N. brasiliensis produce atenuacién en la virulencia de esta
bacteria; ya que a medida que avanzan los subcultivos, su capacidad para
desarrollar micetoma disminuye, formando micetomas en menor nimero y
tamaifio comparado con el grupo control. En el grupo previamente
sensibilizado por la cepa 130 se correlaciondé la gran cantidad de
macréfagos espumosos y el intenso infiltrado de células mononucleares con
la destruccién de los granos de N. brasiliensis y la cura de las lesiones en la
mayoria de los ratones, lo que se interpreté como una resistencia parcial a la
infeccion.

Firma del director de tesis




1.0 INTRODUCCION

1.1 HISTORIA

La mayor importancia historica del micetoma se halla en la provincia
de Madura en India, de ahi su sinonimia de “pie de madura” o
“maduromicosis”. Fue descrita por primera vez por John Gill en el afio de
1842 en ese distrito de la India. Se reportaron a los géneros Madurella y
Actinomadura en 1860. Sabemos que Nocardia es ubicuo en el ambiente y
pueden distribuirse mundialmente como componentes saprofiticos en agua
fresca salada, suelo, polvo, vegetacion en descomposicion e incluso en
materia fecal de animales’. El micetoma fue reconocido como enfermedad

en 1861.

1.2 GENERALIDADES

El micetoma es una enfermedad local, cronica y progresiva de la piel,
gue puede afectar también al tejido subcutaneo, éseo y visceras en algunas
ocasiones?. Es causado por una variedad de agentes etioldgicos que pueden
ser de origen micotico (eumicetoma) o bacteriano (actinomicetoma), los
cuales se organizan en grupos o agregados de hifas o filamentos
bacterianos, segun sea el agente causal, constituyendo granos que pueden

ser de diversos tamafos, colores y consistencias, esto, dependiendo de la



especie que cause el micetoma. Existen al menos 20 especies de
actinomicetos y hongos que pueden causar micetomas®. La variedad mas
frecuente en nuestro pais es el actinomicetoma y entre sus agentes causales
encontramos a: Nocardia brasiliensis, Nocardia asteroides, Nocardia otitidis-
caviarum, Nocardia transvalensis, Nocardiopsis dassonvillei, Actinomadura
madurae, Actinomadura pelletieri y Streptomyces somaliensis. Los agentes
causantes del eumicetoma incluyen: Pseudallescheria boydii, Madurella
mycetomatis, Madurella grisea, Exophiala jeanselmei, Pyrenochaeta romeroi,
Leptosphaeria senegalensis, Neotestudina rosatii, Arthrographis kalrae y
especies de Fusarium, Corynespora, Polycytella, Cylindrocarpon, Curvularia

y Acremonium entre otros>*.

La infeccion clasica producida por N. brasiliensis en el humano es el

micetoma actinomicatico.

1.3 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El micetoma en una enfermedad que puede presentarse en cualquier
parte del mundo, especialmente en las regiones intertropicales, entre el
ecuador y el Tropico de Cancer, sin embargo, conocemos que algunas
especies de actinomicetos son mas prevalentes en ciertas areas geograficas
con caracteristicas climatolégicas especiales del clima. El ejemplo mas
caracteristico lo representa N. brasiliensis que se aisla de regiones

tropicales o subtropicales predominando entre las latitudes 15°S y 30°N°.



Actualmente, esta enfermedad se encuentra distribuida a nivel
mundial con predominio en las zonas tropicales y menos frecuentemente en
las zonas templadas. La mayoria de casos reportados provienen de México,
América del Sur y Africa y muy pocos casos reportados en Estados
Unidos®®’. También se reportan casos en India, Arabia Saudita, Venezuela,
Yemen y un area en “cinturén” del desierto de Sahara de Africa que se
extiende desde Senegal en la costa oeste, atraviesa Mali, Nigeria, Congo y
Sudan hasta la costa este en Somalia. En Europa, ha sido descrito
esporadicamente desde 1968 cuando fue aislado N. brasiliensis en
Checoslovaquia, posteriormente se reportaron casos esporadicos en
Alemania, Suiza, Grecia, Holanda y Francia; en lItalia el micetoma por N.
brasiliensis fue reportado por primera vez en 1997 en un individuo

inmunocompetente de 55 afios con antecedente de lesién subcutanea®®.

La causa mas frecuente de micetoma en Estados Unidos y Canada es
P. boydii, mientras que M. mycetomatis y S. somaliensis predominan en las
areas de Africa e India. En Japon, N. asteroides es el agente mas
frecuentemente encontrado. En México y América Central, N. brasiliensis y

A. madurae son los agentes mas frecuentes®®.

A nivel mundial, México es el pais que tiene mayor nUmero de casos
de actinomicetoma causado por Nocardia brasiliensis. La causa principal de
micetoma son los actinomicetos hasta en un 98% de los casos y Nocardia
brasiliensis contribuye hasta en un 86.6% de éstos>'°. En nuestro medio, el
estado de Nuevo Leon y el Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez” se

ha convertido en un sitio de referencia para la atencion de micetomas, con



una frecuencia promedio de 8 casos por afio, segun lo concluido por el Dr.
Cantu-Garza en su tesis de especialidad de dermatologia de este hospital en

el afio 2004 y, la gran mayoria atribuidos a N. brasiliensis>*****2,

Como podemos observar, la distribucion de los agentes causales a
nivel mundial es muy variada, pero en este trabajo nos enfocaremos al
agente causal mas frecuentemente encontrado en Meéxico y en nuestro

medio el Noreste de México: N. brasiliensis.

1.4 ETIOPATOGENIA

Las especies del género Nocardia pertenecen al grupo de organismos
que contienen acidos micodlicos incluidos en la familia Nocardiaceae del
suborden Corynebacterineae, que incluye Dietzia, Gordonia, Mycobacterium,
Nocardia, Rhodococcus, Skermania, Tsukamurella y Williamsia'®. Nocardia
contiene actualmente mas de 50 especies que han sido caracterizadas por
métodos moleculares y fenotipicos; son bacilos aerdbicos estrictos, Gram
positivos, con ramificaciones, cuyas hifas son fragmentadas y adquieren
formas cocobacilares. Se considera que de entre las especies aceptadas, la
mitad aproximadamente son reconocidas como patdgenos humanos y/o

animales’.

La historia taxondmica del género Nocardia esta llena de controversia
y confusion, inicialmente, fue aislado por el veterinario Edmond Nocard en
1888 de un caso de linfadenitis bovina. Un afio mas tarde, Trevisan
caracterizé al organismo y lo nombré Nocardia farcinica, pero en los afios
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posteriores, a través de estudios fenotipicos, se describié que las cepas
obtenidas de Nocardia farcinica de dos colecciones distintas realmente
pertenecian a dos especies diferentes, con lo que se llegd a la

caracterizacion de Nocardia asteroides’.

La definicibn aceptada para el género Nocardia se basa
principalmente en informacidbn molecular notablemente a partir de la
secuencia del gen 16SrRNA. La primer secuenciacion gendémica completa
de un miembro de Nocardia se realizé recientemente por Ishikawa et al. en
el 2004 y fue la secuencia de N. farcinica IFM10152%1", La secuenciacién
genodmica completa de este actinomiceto ha hecho posible desarrollar
acercamientos a la expresion genética de otros actinomicetos. ElI género
Nocardia, tiene multiples cadenas que presentan la capacidad de producir

moléculas bioactivas y enzimas, similar a los antibiéticos™®.

La secuenciacion del gen 16SrRNA es considerada una herramienta
valiosa para la identificacion de Nocardia spp. como ya se ha reportado
previamente en diversos estudios’’®. La identificacién clinicamente
significativa de las especies de Nocardia es importante para el correcto
diagnéstico y tratamiento de la infeccion producida por éstas. La
identificacion de las especies de Nocardia puede realizarse por diversos
métodos: 1) Identificacion convencional obtenida mediante caracteristicas
morfologicas con pruebas bioquimicas y pruebas de sensibilidad a drogas; 2)
Técnicas moleculares que involucran el andlisis de restriccion enzimatica
(PCR-REA) de las porciones 16SrRNA y 65kDa de los genes; 3)

Secuenciacion de fragmento 999-bp del gen 16SrRNA; 4) Secuenciacion de



la fraccion parcial 16S ribosomal del rDNA por el Sistema 500 MicroSeq con
una base de datos extensa'’. Las especies de Nocardia bien caracterizadas
y medicamente significativas incluyen a: N. abscessus, N. asteroides, N.
nova, N. farcinica, N. brasiliensis, N. pseudobrasiliensis, N. transvalensis, N.

africana, N. paucivorans y N. veterana®*'.

La caracterizacion fenotipica de Nocardia spp. ha sido descrita
utiizando pruebas convencionales para identificacion de especies
incluyendo reactividad a tirosina, xantina e hipoxantina, asi como hidrdlisis
de gelatina, urea y caseina, alcalinizacion para citrato, produccion de acido a
partir de rhamnosa, actividad_a-glucosidasa y a-manosidasa y finalmente se
han utilizado las pruebas de pyrrolidonyl aminopeptidasa (PYR) y y-glutamil
aminopeptidasa. En este caso, N. brasiliensis resulta positiva a caseina,
ureasa, y-glutamil aminopeptidasa, a-glucosidasa y a-manosidasa, asi como
negativa a rhamnosa, citrato y a pyrrolidonyl aminopeptidasa. Es resistente a
lisozima y, en las pruebas de sensibilidad a drogas resulta resistente a

eritromicina e imipenem?® 1181920

Como se ha mencionado previamente, al igual que el género
Mycobacterium y Corynebacterium, Nocardia comparte caracteristicas como
componentes de pared celular, presencia y/o tipo de acidos micdlicos,
actividad adjuvante, presencia de sulfolipidos, componentes quelantes de
hierro, polifosfatos y actividad seroldgica cruzada®t??. Ademas, el género
Nocardia posee una pared celular tipo IV de peptidoglicanos compuesta por

acido meso-diaminopimelico, arabinosa y galactosa™?®.



La especie N. brasiliensis fue originalmente descrita por Linderberg en
1909 como Discomyces brasiliensis. Otros sin6nimos utilizados todavia a
principios del siglo XX en la literatura incluyen: Streptothrix brasiliensis,
Oospora brasiliensis, Actinomyces brasiliensis y Actinomyces violaceus

subsp. brasiliensis®.

N. brasiliensis al igual que las caracteristicas que definen su género,
posee una pared celular rica en acidos micadlicos, similares a los encontrados
en especies de Corynebacterium, Rhodococcus y Mycobacterium de ahi que
puedan comportarse de manera similar en el hospedero®’. Clinicamente,
difiere de otras especies del género, principalmente en que es asociada a
una infeccidén cutanea primaria y generalmente en hospederos por lo demas
sanos. N. brasiliensis es un microorganismo patégeno Gram positivo, no
movil, saprofito, parcialmente &cido-alcohol resistente, e intracelular
facultativo que se ha clasificado como un actinomiceto aerobio. Produce
filamentos ramificados tanto en el tejido como en los medios de cultivo que al
microscopio se observan como filamentos pseudofragmentados en formas
coco-bacilares®*. Los actinomicetos aerobios producen infecciones en
humanos y animales que son dificiles de diagnosticar debido a su
presentacion clinica inespecifica que puede ser por involucro local o

sistémico™.

Después de la infeccion, los microorganismos emiten filamentos en
los tejidos y se aglomeran en colonias compactas denominadas “granos”
(microcolonias). De las lesiones suele drenar un material filante sero-

sanguinolento o purulento en el cual se encuentra el agente causal formando



los granos que en ocasiones pueden observarse a simple vista y orientarnos
hacia el agente causal segun su tamafio y color, por ejemplo si el grano es
color rojo, posiblemente se trate de un actinomiceto; si el grano es color
negro posiblemente se trate de un eumiceto’?>*®. Al iniciar el proceso de
infeccioso sabemos que ocurre en el sitio de la inoculacion una reaccion
supurativa formada principalmente por células polimorfonucleares, fibrosis y
neoformacion vascular, siendo asi una reaccion de tipo granulomatoso que
se extiende por contigiidad y puede afectar a tejidos profundos. Guimaraes
et al, estudiaron el comportamiento histopatolégico del actinomicetoma y del
eumicetoma; en ambos grupos se observa un infiltrado de linfocitos CD4+ y
CD8+ rodeando a los neutrofilos y agregados de macrofagos. El
actinomicetoma mostr6 mayor cantidad de linfocitos CD8+ (P=0.02) y
macrofagos (P=0.01) comparado con las lesiones de eumicetoma; en ambas
lesiones se encontr6 una deplecién de células de Langerhans (P=0.0004)
comparado con la piel normal, pero sin diferencia entre los 2 tipos de
micetoma. Los resultados de estos autores sugieren que la inmunidad
mediada por células juega un papel importante en la patogénesis del
micetoma, explicando parcialmente el curso crénico de la enfermedad y la

pobre respuesta a los tratamientos?®.

Aungue los mecanismos de patogenicidad de la infeccion por
Nocardia aun no han sido del todo elucidados, se puede sefalar que la
respuesta inmune celular juega un papel importante en la resistencia a la
infeccion, sin embargo, el papel de la respuesta inmune humoral aln es
desconocido y algunos autores han sefialado que la produccién de

anticuerpos se asocia con empeoramiento de las lesiones?’. Asi mismo, se
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sabe que N. brasiliensis puede sobrevivir al ataque de las células fagociticas
y, en teoria puede prevenirse la infeccion mediante vacunacion. Algunos
datos sugieren que proteinas solubles de los patdégenos intracelulares

inducen proteccion en animales de experimentaciéon®® 2°.

La respuesta
inmune inducida mediante células bacterianas recombinantes que secretan
antigenos es mayor que aquella inducida por antigenos solubles solos. En
modelos animales experimentales inmunizados con vectores (vacunas) se

induce una fuerte respuesta mediada por células T y proteccion efectiva en

algunos modelos de infeccion bacteriana®.

Salinas-Carmona y cols, han trabajado intensamente en el desarrollo
de la respuesta inmune del hospedero hacia la infecciébn por Nocardia
brasiliensis; en publicaciones previas identificaron y aislaron antigenos
inmunodominantes a partir del suero de pacientes con infeccion activa y sin
tratamiento, los cuales fueron designados como antigenos proteicos con
peso molecular de 61, 26 y 24 kilodaltones (Kd) que se han denominado

P61, P26 y P24 respectivamente’?"%,

Se ha descrito que inmediatamente después de dos semanas de la
inoculacion en el cojinete plantar del raton experimental con N. brasiliensis,
se observan depdsitos de inmunoglobulinas y factor C3 de la via del
complemento (C3) en el tejido del sitio de inoculacién. Las inmunoglobulinas
y C3 se encuentran en los granos actinomicoticos que caracterizan al
micetoma vy, en el tejido inflamatorio que rodea el sitio de inoculacion se
observaron células plasmaticas. Aunque los anticuerpos especificos anti-N.

brasiliensis se pueden llegar a evidenciar tan pronto como a los 14 dias post-
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infeccion por ensayo inmunoenzimatico, estos anticuerpos pueden ser
indetectables en la infeccidbn mas avanzada. Se conoce que particularmente
los anticuerpos subclases IgM juegan un papel muy importante en la

resistencia a la infeccion® .

Como se ha mencionado, existe evidencia de que la inmunidad
mediada por células juega un papel importante en la resistencia a la
infeccion por N. brasiliensis tanto en humanos como en ratones, cuando ésta
se encuentra afectada es indetectable en pacientes infectados con este
microorganismo Yy podria considerarse un factor para un prondstico
reservado en cuanto a la curacion de las lesiones. En cambio, el papel de los
anticuerpos en esta infeccion no esta claro. Los ratones no depletados de
células T que fueron experimentalmente infectados con N. brasiliensis e
infundidos con anticuerpos sufrieron infecciones mas severas que aquellos
que no recibieron infusién de anticuerpos®®. El actinomiceto N. brasiliensis es
un potente adyuvante activador policlonal de células B; sorprende que los
animales infectados mostraron bajos titulos de anti-N. brasiliensis. Alguna de
las posibles explicaciones para esta baja respuesta inmune humoral inicial
es que células T supresoras estaban presentes como se encontré6 en los
ratones infectados con N. brasiliensis o que los anticuerpos pudieron ser
sintetizados pero concomitantemente consumidos en el sitio de infeccién
como ocurre en otras condiciones patoldgicas. Esta ultima posibilidad es
apoyada por los datos mostrados en que N. brasiliensis tiene anticuerpos
especificos anti-N. brasiliensis en el sitio de infeccion (cojinete plantar del

ratén) al tiempo en que estan ausentes en el suero. La determinacién de
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anticuerpos contra N. brasiliensis en suero y extraidos del tejido se realiza

generalmente mediante técnica de ELISA.

La infeccion por N. brasiliensis produce una reaccién inmunoldgica
importante en el modelo murino (ratones BALB/c). Esto fue observado por
Salinas-Carmona y cols mediante la demostracion de la produccion de
citocinas inflamatorias por una gran cantidad de células durante las fases
tempranas y tardias de la infeccion. La localizacion y el tipo de células que
producen ciertas citocinas inflamatorias durante el curso de la infeccion,
muestra una compleja interaccion entre la respuesta inmune del hospedero y
las estrategias de sobrevivencia de la bacteria. Segun la identificacion de IL-
1B, IL-6 e IFN-y y su localizacién en la epidermis y dermis durante la fase
temprana de infeccion y posteriormente entre los microabscesos, sugieren
una participacion de estas citocinas inflamatorias en el control de la
multiplicacion bacteriana. Esto es, durante los primeros 4 dias, el foco
inflamatorio se compone principalmente por neutréfilos que rodean a la
bacteria, después del 4to dia, se forman los microabscesos compuestos de
gran cantidad de bacterias, y neutroéfilos, y linfocitos y células espumosas en
la periferia limitados por un collarete de fibroblastos y células mast. La
inmunoreactividad celular es detectada a las 24hr con la produccion de
todas las citocinas inflamatorias. Durante el curso de la infeccion, los
linfocitos intraepidérmicos y varias células dérmicas son inmunorreactivas a
TNF-a, sin embargo, algunas células dérmicas y células dendriticas de la
epidermis muestran una inmunorreactividad a IL-18 durante los primeros 5
dias de la infeccidn, las cuales van disminuyendo posteriormente. En cuanto

a la IL-6, fue observada la inmunorreactividad a ésta en la periferia de los
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microabscesos, principalmente en la fase tardia, lo que pudiera mejorar el
reclutamiento de los polimorfonucleares, activar factores de transcripcion y
disminuir la carga bacteriana. También gracias a este estudio, se sabe que
las IL-4 e II-10 estan presentes durante todo el curso de la infeccion por N.
brasiliensis. Cabe mencionar que la determinacion de la produccién de
citocinas es dependiente de varios factores como la edad, sitio inicial de
exposicion al antigeno, carga bacteriana, constitucidon genética, estado

general de salud, entre otrog29:3437.39

1.4.1 VIRULENCIA

Ahora nos enfocaremos a plasmar la informacién de la
virulencia de este microorganismo que es lo que nos concierne

con mayor impetu en nuestro trabajo.

En cuanto a la virulencia del género Nocardia, es preciso
seflalar que como parte del grupo CMN (Corynebacterium,
Mycobacterium y Nocardia) presenta caracteristicas similares a las
del grupo, esto es, comparten factores o tienen similitudes entre
ellos como se mencioné previamente?**%*!, |as paredes celulares
de los microorganismos del grupo CMN consisten en
peptidoglicanos interconectados y complejos polisacaridos-
micolato y, se caracterizan por la presencia de acidos micolicos en
su superficie. Los acidos micolicos son acidos grasos de cadena
larga que forman parte de una envoltura celular Unica responsable
de la patogénesis y sobrevida del microorganismo en el interior
del hospedero. Los &cidos micoélicos son nombrados de acuerdo
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al género individual de donde son aislados, como por ejemplo
acidos corynomicolicos (~22-36 carbonos) de Corynebacterium,
micodlicos/eumicoélicos (~60-90 carbonos) de Mycobacterium vy
acidos nocardiomicélicos (~40-60 carbonos) de Nocardia. Las
micolil-ransferasas son una familia de enzimas especificas del
grupo CMN debido a su envoltura celular Unica; los géneros
Corynebacterium y Nocardia sintetizan dicorynomicolato-trehalosa
(TDCM) y dinocardiomicolato-trehalosa (TDNM) respectivamente.
Las micolil-transferasas son también llamadas proteinas de union
de fibronectina, ya que se involucran en la union de la fibronectina

y en la entrada del organismo a las células del hospedero®.

En estudios previos de N. asteroides se ha mostrado que su
virulencia se relaciona con multiples factores como la habilidad de
inhibir la fusién de fagosoma-lisosoma en los fagocitos, neutralizar
la acidificacion fagosomal y desintoxicar los productos
microbicidas derivados del metabolismo oxidativo. Aunado a esto,
varias cadenas de Nocardia tienen la capacidad de producir
secundariamente metabolitos bioactivos. El papel que juegan
estos metabolitos en la virulencia de Nocardia spp. no esta
completamente dilucidado®. En un estudio, Beaman y Moring
encontraron una relacién entre la composiciéon de la pared celular,
el estadio de crecimiento y la virulencia de Nocardia asteroides,
principalmente entre la composicion de los acidos grasos y acidos
micdlicos que en diferentes estadios de crecimiento, sugieren

diferencias en la virulencia, sugiriendo fuertemente que éstos
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acidos estan asociados a la virulencia de N. asteroides®. Siendo
N. brasiliensis una bacteria intracelular facultativa es capaz de
sobrevivir y dividirse en las células fagociticas del hospedero, en
parte neutralizando los reactivos intermediarios de oxigeno; la
superéxidodismutasa (SOD) participa en la sobrevivencia
intracelular de diversas especies bacterianas, en particular
constituye uno de los factores de virulencia de Nocardia
asteroides®. Revol et al, realizaron un estudio para clarificar el
papel de la superoxidodismutasa (SOD) en la infeccion temprana
por Nocardia brasiliensis, con macréfagos peritoneales de ratones
BALB/c con resultados no definitivos en su participacibn como

factor de virulencia en N. brasiliensis®.
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2.0 MODELO EXPERIMENTAL DE MICETOMA: ANTECEDENTES

Aunque el micetoma ha sido reconocido como enfermedad desde
1861, su estudio ha sido ampliamente desarrollado desde su produccion en
modelos animales®**. En 1962, Génzalez-Ochoa et al, fueron capaces de
producir el micetoma tipico progresivo con produccion de granos, fistulas y
sin tendencia a la curacién espontanea, tras una sola inoculacién de N.

brasiliensis en una pata de un raton albino®***.

Este ensayo fue
reproducido por otros autores en 1963 en ratones, hamsteres y cobayos
obteniendo la formacion de micetoma, pero la respuesta inmune no fue

estudiada®28334¢,

La produccion experimental de actinomicetoma en animales de
laboratorio, permite el estudio de aspectos que aln no tienen respuesta, asi
como también provee una herramienta importante para ensayos terapéuticos
con la finalidad de encontrar agentes terapéuticos mas efectivos®. La
produccién de micetoma en el modelo animal produce las siguientes
ventajas: 1) La posibilidad de analizar aspectos de la enfermedad
pobremente entendidos como la respuesta inmune del hospedero, la
virulencia y, 2) Realizar ensayos terapéuticos para encontrar agentes

quimioterapéuticos mas efectivos®34’,

Conde y colaboradores®*® utilizaron ratones hembra BALB/c de 6-8
semanas infectando la pata de éstos con un preparado de N. brasiliensis
UPHG-24 suspendida en 0.5ml de 0.15 M de NaCl. La infeccion por

Nocardia fue confirmada por estudios histologicos de muestras tomadas de
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las patas infectadas a diferentes intervalos de tiempo. La inoculacion a
ratones con bacteria muerta indujo una respuesta inflamatoria que persistio
por 2-3 semanas. Los estudios histologicos mostraron un infiltrado
inflamatorio que contenia una gran cantidad de macréfagos en el sitio de
inyeccion, pero nunca se observaron granos actinomicéticos. La virulencia
de N. brasiliensis UPHG-24 se determiné a las 14h, 48h, 120h y 168h de su
curva de crecimiento. Al dia 40 post-infeccion, se realizaron estudios
histol6gicos que mostraron micetoma. No hubo diferencia significativa en la
virulencia de N. brasiliensis en ninguna de las fases a las 14h, 48h, 120h y
168h. Los datos reportaron también que en ausencia de adyuvantes, N.
brasiliensis produce micetoma en el ratén experimental tan solo después de
14 dias. Los resultados de este estudio también mostraron que la virulencia
relativa de N. brasiliensis cultivada en PBY (Proskauer-Beck medio
modificado por Youmans: 15% agar) no variaron en las diferentes fases de
su curva de crecimiento. Se observdé un comportamiento idéntico a dosis
similares de bacteria cuando se cultivd N. brasiliensis en infusién cerebro-
corazén (BHI)®. Es importante hacer notar que los diferentes modelos
experimentales descritos en la literatura para la induccion de micetoma por
Nocardia difieren en resultados del micetoma obtenido. Los ratones en los
que se ha utilizado la infeccibn por Nocardia han diferido en la
susceptibilidad a la infeccién por sus diferencias genéticas. Se ha utilizado la
induccion de micetoma en diferentes 6rganos como via intraperitoneal o
intravenosa y en tejido subcutaneo. Es muy posible que la virulencia de
Nocardia difiera en cada caso. La ruta de inoculacion de Nocardia es

importante para definir el tipo y localizacion de la infeccion, asi como la
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respuesta del hospedero a ella. Aunado a esto, se ha reportado que
diferentes cadenas de la misma especie de Nocardia tienen tropismo para
algunos oOrganos en particular. Debe tenerse precaucion al comparar o

interpretar datos obtenidos en diferentes modelos experimentales®*’.

2.1 ATENUACION BACTERIANA

Ahora, es imperativo sefialar para el proposito de este estudio, como
ya se ha mencionado, el género Nocardia comparte caracteristicas
filogenéticas con otros microorganismos como los del género Mycobacteruim
y es sabido, que algunos de estos microorganismos se han modificado con
la finalidad de disminuir su virulencia o producir atenuacién. El ejemplo més

claro esté en el bacilo de Calmette-Guérin (BCG).

Para disminuir la virulencia de los microorganismos (atenuacion) se
han desarrollado diversos métodos como la exposicion a rayos UV,

exposicion a calor, cambios genéticos, subcultivos, entre otros.

Cuando hablamos del uso de un microorganismo vivo para establecer
un estado inmune que defina un valor protector contra la infeccion
espontanea de una bacteria virulenta, es importante que el microorganismo
en particular utilizado para la vacunacion carezca de la habilidad de producir
lesiones de caracter progresivo. Aquél microorganismo del que se intenta
obtener una vacuna, debe mantener una condicion de avirulencia a pesar de
la influencia del ambiente al que pueda exponerse. Debemos considerar
ademas que la susceptibilidad individual juega un papel importante también

en el mantenimiento de la avirulencia del microorganismo, asi como influye

18



el modelo animal experimental a utilizar y la via de introduccion del

microorganismo.

En otros microorganismos se ha visto la atenuacion de la virulencia en
animales experimentales, por ejemplo, en Salmonella enterica serovar

48,49,50. Tres

Abortusovis, Francisella tularensis y Mycobacterium microti
cepas clinicas de E. coli O157:H7 enterohemorragica, fueron subcultivadas
por pasaje serial y almacenadas a temperatura ambiente en gel de
electroforesis por 25 semanas, con lo que se obtuvo una apreciacion de
variaciones en los patrones del gel de electroforesis, los cuales pueden ser
explicados por un par de eventos genéticos espontaneos y los cuales no
invalidaron el linaje genético de las cepas®’. Katouli et al, evaluaron la
estabilidad de los fenotipos bioquimicos de E. coli después del subcultivo y
su almacenamiento; evaluaron 72 cepas de E. coli enteropatégena (EPEC)y
21 cepas de E. coli fecal, mostrando que un 22% de EPEC y un 43% de las
cepas fecales exhibieron cambios en sus reacciones bioquimicas después
del subcultivo; en contraste, aquellas almacenadas a -70°C y 4°C no
mostraron ningun cambio. EI cambio en la fermentacion de lactulosa fue el
mas frecuente (18%) en las cepas. Se observé similitud en las cepas cuando
se compararon antes y después del subcultivo, si sufrieron cambios, pero
ligeros y el fenotipo bioquimico de las cepas permanecié constante®®

También se demostro la alteracion del genotipo (fenotipo) flagelar de E. coli

cepa P12b por medio de subcultivos®?.

Otros investigadores demostraron la pérdida de algunos factores de

virulencia en E. coli enterotoxigénica por subcultivos repetidos. Se estudio la
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expresion de labilidad al calor y antigenos de factor de colonizacion en el
subcultivo repetido, las cepas mostraron diferencias en la respuesta a la
expresion de estos factores, siendo todas las cepas positivas para ambos

factores tras solo 6 subcultivos®.

En especimenes virales también se ha demostrado que el subcultivo
modifica su virulencia. En el virus del dengue (DENV) en sus 4 serotipos
pudieron ser modificados por pasaje serial en células primarias de rifién de
perro, con un resultado final de utilizar vacunas, pudieron manufacturar esos
lotes de vacunas en células diploides de mono Rhesus, asi mismo fueron
inoculadas en este modelo animal logrando que 12 vacunas seleccionadas

fueran candidatas para fase 1 en ensayos humanos>°.

El parvovirus canino (CPV) originalmente derivado de un uUnico virus
proveniente de gato, emergidé en perros a mediados de 1970 y se disemin6
internacionalmente en 1978, este virus fue evolucionando lentamente en la
naturaleza. EI CPV fue atenuado por pasajes seriales desde el pasaje 0
(cero) que constituia la cepa canina original hasta la 115. Este virus se
atenud en células primarias de rifion de perro. Una segunda linea de
atenuacion se inicié a partir de la cepa 103 y continuada por 9 pasajes mas
en linea celular renal de felinos. Los pases 30, 50, 80 y 115 fueron probados
en virulencia mediante la inoculacion en perros y probaron ser
significativamente atenuados al pase 80. Esto dio pie al uso de la vacuna
CPV utilizada exitosamente en caninos y felinos y que ha sido utilizada por

mas de 20 afios. Posteriormente estos pasajes fueron analizados por PCR
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para detectar los cambios en su secuencia y se encontraron 16 cambios en

el pasaje 115 comparandolo con el pasaje parental®®.

Cuando se han comparado las sub-cepas de los virus de las vacunas
humanas clasicas, se ha encontrado considerable diversidad en las cepas
gue fueron subcultivadas por diferentes periodos de tiempo o bajo diferentes
condiciones, sugiriendo que las poblaciones de virus son también altamente
diversas a diferentes periodos de tiempo durante el proceso. Por ejemplo, la
comparacion de virus de la rubéola atenuados en formas independientes,

muestran pocos o nulos cambios en comin®®.

El pasaje serial en un método que ha sido aplicado de forma frecuente
para crear vacunas, las cuales actualmente siguen en uso, aun asi la
arquitectura genética del proceso aun es ampliamente desconocido para
cualquier virus. Aunque muchas secuencias de virus vivos atenuados en
relacion con sus antepasados de tipo salvaje, aun falta la comprension de
como esos cambios se acumulan y cuanta variacion estuvo presente durante
la atenuacion. Esta informacién es vital si un proceso de atenuacién es
repetido, extendido o truncado o si se elaboraran mdltiples pasajes a parir de

una serie de atenuacion®®.

Enfocandonos hacia las micobacterias, que comparten caracteristicas
filogenéticas con Nocardia, desde que Koch descubrié el bacilo tuberculoso,
se ha obtenido experiencia, que la mayoria de los seres humanos son
espontaneamente vacunados contra la tuberculosis en el primer periodo de
vida al tener contacto con el mismo ya sea por via digestiva, respiratoria,
incluso cutanea. Por mas de 30 afios Calmette y Guérin se dieron a la tarea
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de estudiar el bacilo tuberculoso y desarrollar una vacuna para la
tuberculosis pulmonar que aun hoy en dia es causa de morbilidad y
mortalidad. Calmette y Guérin basaron su hipétesis segun a lo que obtuvo

Pasteur con vacunas de microorganismos vivos atenuados>’.

Para la obtencion de una emulsion fina de bacilos, Calmette y Guérin,
obtuvieron un cultivo de M. bovis que aislaron en vacas en 1902, este cultivo
lo pasaron a medio de cultivo liquido de manera consecutiva y subsecuente
durante varios afios®*. Primero, cultivaron la cepa M. bovis en agar
enriquecido con yema de huevo y posteriormente en bilis de buey pura
esterilizada, la cual obtuvo los mejores resultados. Para los 30 subcultivos
(pasajes seriados) en medio bilis-papa, la cepa cesé su capacidad de matar
a los conejillos de india. Después de 60 pasajes seriados en medio con bilis,
aun continuaba siendo ligeramente virulenta para conejos y caballos, pero
totalmente avirulenta para los conejillos de india, monos y becerros. Para
1908 afadieron bilis al cultivo, con lo que notaron un crecimiento mas
disperso de la bacteria. Para 1912, realizaron experimentos a larga escala
en becerros, establecidos en condiciones méas similares a la infeccion
natural; estos experimentos fueron repentinamente suspendidos por la
Guerra Mundial y posteriormente retomados. Para ese entonces habian
publicado que la inyeccidon via intravenosa y mejor aun la inyeccion
subcutanea del bacilo crecido en bilis en becerros jévenes, producia la
resistencia a la infeccibn natural o experimental y persistia por 12 a 18

meses>® %8,

Calmette y Guérin tuvieron éxito en reducir la virulencia del bacilo
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tuberculoso bovino a través de 20 afios de subcultivarlo en diferentes medios
hasta el medio con bilis que resultdé ser el mas exitoso. A los 4 afios de
subcultivos, M. bovis perdié su virulencia en el ganado y a los 13 afios,
perdi6 la virulencia en todos los animales experimentales utilizados

(conejillos de indias, becerros, vacas, caballos, monos)>°.

De acuerdo a Calmette y Plotz, el BCG es definitivamente y
permanentemente inocuo, aunque se recomienda que para asegurar la
perpetuacion del estado avirulento del organismo debe crecer en medio de
glicerina-caldo-papa con cambios a ciertos intervalos del medio glicerinado a
medio papa-bilis o medio liquido de Sauton. Finalmente, el bacilo crecido en
bilis que hoy conocemos como bacilo de Calmette y Guérin o BCG y
utiizado para la prevencion de la tuberculosis meningea, miliar,
extrapulmonar y glandular, fue producto de 230 pasajes seriales y a pesar
de intentos por otros investigadores, el BCG no sufri6 modificacion alguna en

el tiempo posterior>”®,

A pesar del éxito en la avirulencia de M. bovis, la base de la
atenuaciéon de la cepa mutante de Calmette y Guérin, no es totalmente
elucidada. Recientemente, Hsu et al’*, han descrito un mecanismo
responsable de la atenuacion del bacilo de Calmette y Guérin. Una regién
simple, ausente en todas las cadenas de BCG (RD1), fue deletada de
cadenas de cepas virulentas de M. bovis y M. tuberculosis vy el resultado
mutado ARD1 fue significativamente atenuado en virulencia tanto en ratones
inmunocomprometidos como inmunocompetentes. Esta regidon mutada

ARD1 de M. tuberculosis demostré también proteger a los ratones ante el
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reto respiratorio, similar a lo que hace la BCG. Una mutacion especifica de
transposicion que irrumpe Rv3874 Rv3875 (CFP-10, ESAT-6) operon de
RD1, causa pérdida del fenotipo citolitico en macréfagos y neumocitos. Esta
mutacion, resulta en la atenuacion de la virulencia en los ratones, como
resultado de disminucion de la capacidad de invasion a los tejidos. Estos
autores concluyen que el mecanismo primario de atenuacion del bacilo de
Calmette-Guérin es la pérdida de la actividad citolitica mediada por ESAT-6,

resultando en la disminucién de la capacidad de invasién a los tejidos®’.

Mas de 3 billones de individuos en el mundo han sido inmunizados
con el bacilo Calmette-Guérin, y sigue en el programa de inmunizaciones de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) debido a su eficacia en prevenir
la tuberculosis extrapulmonar en nifios, sin embargo en los adultos su
eficacia contra la enfermedad pulmonar es variable, posiblemente debido a
la exposicidon al medio ambiente, factores operacionales, demograficos y
genéticos. Otra posible explicacion para la variabilidad de su eficacia cae en
el uso de diferentes cepas hijas, esto es, una vez que se confirmd su
seguridad, la vacuna BCG fue diseminada y entonces diferentes laboratorios
mantuvieron su propia cepa hija por pasajes hasta que se introdujo la cepa
progenitora en los afios 1960°s. A partir de ahi, se recomendd que no se
realizaran mas de 12 pasajes seriados de cada lote, por tanto, la vacuna
BCG Pasteur 1173P2 corresponde a lo archivado establecido después de

1,173 pasajes seriados®.

Por otra parte, Aranaz et al, utlizaron una cepa subcultivada de

Mycobaterium tuberculosis para sus estudios en los que dedujeron que se
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efectivamente se presenta un cambio en los perfiles espoligotipos
(spoligotyping: spacer oligonucleotide typing) de cepas isogénicas, un
(aislado clinico y un subcultivo derivado en el laboratorio) causado por la
eliminacion de wuna repeticibn continua variable, mostrando asi su
importancia, radicando en que a pesar de ser una misma cepa existieron
cambios por delecién, lo que deberia considerarse para el disefio de las
bases de datos de la tipificacion molecular de microorganismos complejos.
Esto da un valor agregado a la utilidad de los subcultivos en

microorganismos complejos®.

Molina-Torres et al, realizaron pasajes de subcultivos seriados de M.
tuberculosis, realizaron 100 pasajes en medio Middlebrook 7H9 con y sin
enriguecimiento con bilis de buey y demostraron la disminucion de su
virulencia, los cuales fueron verificados por medio de la citotoxicidad en
macrofagos THP-1 y analisis de cambios en microarreglos. ElI cambio mas
notable fue un cambio de posicion de una banda 1S6610 de-1400bp
a -1600bp en una cepa Beijing en medio con bilis de biey. El analisis por
PCR confirmatorio no revelé6 cambios gendmicos. La actividad citotoxica si
disminuyo en las cepas atenuadas a niveles cercanos a la BCG y de forma

mas consistente a aquellas cepas cultivadas en medio con bilis de biiey®*.
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Finalmente, hemos cubierto los campos de estudio de Nocardia
y enfocadndonos a nuestro patdgeno de estudio Nocardia brasiliensis,
a continuacion describiré la importancia, originalidad y justificacion de

nuestro proyecto de investigacion.
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3.0 IMPORTANCIA

Hasta la fecha, sélo existen algunos estudios limitados sobre
los mecanismos de la virulencia de Nocardia brasiliensis, asi como de
su comportamiento en el hospedero que impide la curacion de las
lesiones producidas con la consiguiente evolucion a la cronicidad y a
la resistencia a farmacos. De la misma manera, los mecanismos de la
patogénesis de Nocardia son complejos y no completamente
aclarados. Como se ha sefialado anteriormente, Calmette y Guérin
realizaron 230 pases de M. bovis para la obtencion de la vacuna
BCG. La importancia de este estudio radica en debido a las
caracteristicas  filogenéticas compartidas en entre estos
microorganismos, creemos que Nocardia brasiliensis puede
responder de manera similar a Mycobacterium bovis al ser sometida a
subcultivos seriados, atenuando asi su virulencia y dar un
conocimiento mas soélido sobre su comportamiento inmunoldgico,
ademas poder inducir un estado de resistencia a la infeccion que en
un futuro préximo pudiera sentar la base de una terapia biolégica

entrando en una nueva era de tratamiento contra esta infeccion.
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4.0 ORIGINALIDAD

Solo algunos estudios limitados han hablado sobre los
mecanismos de la virulencia de Nocardia y Nocardia brasiliensis,
debido a esto, a la fecha no se han realizado estudios sobre la
atenuacion de este microorganismo y creemos que puede responder
similar a Mycobacterium bovis al ser sometido a la atenuacion por
pasaje seriado, en un futuro pueda ser utilizado como vacuna o como

terapia bioldgica para la infeccion por N. brasiliensis.
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5.0 JUSTIFICACION

No hay estudios que reporten el efecto que tiene el subcultivo
en la virulencia de N. brasiliensis. Desarrollamos este proyecto de
investigacion con la finalidad de lograr la atenuacion de N. brasiliensis
por medio de subcultivos seriados, asi como sentar bases mas
sélidas sobre sus mecanismos inmunoldgicos de sobrevivencia en el
hospedero, aunado a esto inducir un estado de resistencia a la
infeccion para su uso como terapia biolégica o vacunacion, ademas
de estudiar histopatolégica e inmunohistoquimicamente las biopsias

de las lesiones al final del estudio.
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6.0 HIPOTESIS

El subcultivo de Nocardia brasiliensis produce atenuacion en su

virulencia.
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7.0 OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL:
Evaluar el efecto que produce el subcultivo en la virulencia de

Nocardia brasiliensis.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1. Subcultivar la cepa Nocardia brasiliensis HUJEG-1 en

medio liquido hasta 130 pases.

2. Realizar ensayos de infecciobn en ratones BALB/c con la

cepa de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 (control) y con las

cepas subcultivadas 40, 80, 100 y 130 pases.

3. Determinar el desarrollo de induccién de resistencia a la

infeccion en los grupos de subcultivo T1go Y T130

4. Realizar el estudio histopatolégico e inmunohistoquimico

comparativo entre el grupo control y grupo Tiso
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8.0 MATERIAL Y METODOS

8.1 RECURSOS BIOLOGICOS

1. Grupos de ratones BALB/c hembras de entre 8-12
semanas de edad. Para la realizacion de los ensayos
comparativos obtenidos a través del Centro de Investigacion
Biomédica del Noreste, Instituto Mexicano del Seguro

Social. El cual se encargara del cuidado de los mismos.

2. Cepa de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 obtenida de la
colecciéon del Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria
de Dermatologia, de la que se obtendran los 130

subcultivos.
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8.2 RECURSOS MATERIALES

Se utilizardn las instalaciones del Laboratorio de
Investigacion Interdisciplinaria de Dermatologia y el Centro de
Investigacion Biomédica del Noreste, Instituto Mexicano del
Seguro Social. Asi como del Departamento de Histologia de la

Facultad de Medicina para las muestras histopatologicas.

A continuacion se detallan los recursos materiales utilizados:

a) Aparatos:

e Biological Safety Cabinet Nuaire Model Nu 425400

e Agitador continuo: C24, Classic 24 Incubator Shaker M1247-
0004, New Brunswick Scientific

e Low temperature Incubator 815 Precision

e Refrigerador de 4-CCavimez Equipo vertical jpta Champion
Cornelius RF-005

e Incubadora de CO>

e Ultra low Freezer Nuaire NU-6580G

e Basculas Sartorius AG Goltingen Germany PT 150 61003601

e Basculas Sartorius AG Goltingen Germany CP225D 15807987

e Desecador para vacio en vidrio Pyrex DW A215

e Pipet-Aid Drummond Portable XP DRM4-000-101

e Finnpippette 200 - 1000ul F56489 4500

e Finnpippette 20-200ul F57188 4500
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Centrifuga 5810R Eppendorf No 581103002

Autoclave Steam sterilizer Tuttnauer Brickmann 3850E Serie
2001071

Autoclave Steam sterilizer Tuttnauer Brickmann 2540M serie
9609671

Ceramic Hot top plate/Stir plate Nuova Il SP 18425 Sybron
Termolyne

Vortex Genie Daigger Cat No 22220A

Vernier calibrado en milimetros

b) Consumibles:

Agar Mueller Hinton BD Bioxon codigo 212337
Agar para infusion cerebro-corazén (BHI) BD Bioxon cdodigo
214700
Infusién cerebro-corazon BD Bioxon codigo 211200
Placas Petri de plastico de 100x15mm Sy M laboratorios
Vasos de precipitados:

=  Pyrex 200ml model 4980

= Kimax 1000ml model 26500

= Schott Duran 2000m|
Pipetas:

= 1ml 1x1/10 Pyrex No 7085

= 5ml5x 1/10 Pyrex No 7085

= 10ml 10 x 1/10 Pyrex No 7085

Puntillas desechables Eppendorf pipet tips sterile Brinkmann
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10-200 pl codigo 2234160-0 5311 960
100-1000 pl codigo 2234170-7 53511 948
Lazy L spreaders codigo 2376779-1 PAK Sigma Aldrich
Microplacas de 24 pozos para cultivo celular de fondo plano
Lab-Tek Il Chamber Slide system Nunc

= 4 camaras 62407-294 154526
“‘Aplicadores  suavecitos” 15cm  estériles Desechables
Quirdrgicas e Industriales
Tubos de ensayo 16 X 150ml Pyrex 9825 con tapa de rosca o
tapa de aluminio
Superclear Eppendorf centrifuge tubes of polypropylene 50 mi
Centrifuge tubes/ screw caps 21008-178
Superclear Eppendorf centrifuge tubes of polypropylene 15 mi
Centrifuge tubes/ screw caps 21008-103
Jeringas desechables estériles 1ml, 5ml, 10 ml y 20 ml DL
c/aguja de 21g x 32mm
Agujas de 22G x 11/4 (0.70 x 32mm) Terumo CE 0197 NN*
2232R
Hojas para bisturi Estilo #15 para 3/3L
Medio RPMI R6504-50L Sigma-Aldrich
Agua inyectable libre de pir6genos PISA frasco con 500 ml
Solucién salina libre de pirogenos CS PISA, cloruro de sodio
inyectable al 0.9%
Solucioén de formol 10% buffereado

Safe Lock Tubes 1.5ml Original Eppendorf 2236320-4
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Gradillas VWR 80 place storage system

Guantes de latex Blossom latex medical examination gloves
medium o small

Cristal Violeta, Safranina, Lugol, Alcohol-acetona, Fuscina
béasica. Alcohol acido, azul de metileno, alcohol etilico 50%,
alcohol sulfarico 1%

NaCl Amresco 0241-5kg CAS 7647-14-5

Na2HPO4 Analytyka 52850R CAS 7558-79-4

KH2PO4 Analytyka CAS 7778-77-0

Formalina 4%

Tinciones Hematoxilina & Eosina, Kinyoun y PAS

Tinciones para Anticuerpos contra CD4, CD8 y CD14 (Dako

Corp., Carpinteria CA)
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8.3 RECURSOS FINANCIEROS

El proyecto de tesis fue realizado con el soporte econémico de
beca PAICYT grant SA 261-09 y con apoyo del Servicio de

Dermatologia del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”.

8.4 RECURSOS METODOLOGICOS

Es un estudio experimental in vitro e in vivo prospectivo,
longitudinal. Se selecciond la cepa Nocardia brasiliensis HUJEG-1
(AATCC 700358) como cepa control y a partir de la misma se
realizaron los subcultivos a los tiempos 40, 80, 100 y 130. Dicha cepa
fue obtenida de la coleccion del Laboratorio Interdisciplinario de
Investigacion Dermatoldgica del Servicio de Dermatologia del Hospital

Universitario “Dr. José E. Gonzalez”.

8.4.1 Preparacion de los subcultivos

Primeramente, para la obtencion de cada subcultivo, se toman
dos asadas de la cepa Nocardia brasiliensis HUJEG-1 obtenida de la
coleccién congelada a -70°C (suspendida en medio Skim Milk al
20%), para su crecimiento en agar Sabourad en placa de Petri. De
ésta, a los 4-7 dias, se obtiene la colonia de Nocardia brasiliensis
HUJEG-1, de la cual se toman 2-3 asadas (asa estéril) y es colocada

en un tubo de Potter estéril de 7ml al que se agrega 2.5 mL de
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solucion salina estéril y se procede a su maceracion por 15 segundos,
para la obtenciébn de una solucion homogénea. Esta solucion es
ajustada con solucién salina estéril al grado de tubidez 1 de
McFarland; una vez ajustada dicha solucién, se toma 0.1ml de la
misma con una pipeta Pasteur estéril y es inoculada a un matraz de
Erlenmeyer de 125 ml que contiene 33 ml de medio de cultivo liquido
Infusién Cerebro-Corazén (BHI) previamente esterilizada. Se trabaja
por duplicado cada matraz. Ambos matraces son colocados en la
incubacion con agitacion constante, o que llamaremos “condiciones
de subcultivo”, esto es, a 110 rpm, 37°C durante 72 horas. Este
proceso se repite cada 72 horas avanzando un subcultivo a la vez. Al
pasar las 72 hrs del primer subcultivo, se toman los matraces
inoculados y se pasa a tubos Eppendorf estérlies de 15 ml; 5 ml del
caldo de cultivo, correspondiendo un tubo a cada matraz; dichos tubos
son colocados en la centrifuga a una velocidad de 2,500 rpm, durante
3 minutos, a una temperatura de 25°C, posteriormente, se obtiene un
boton celular bacteriano al fondo de cada tubo, se procede a decantar
el medio liquido para dejar solamente el botén celular en el fondo. A
este botén celular bacteriano se le afladen 5 ml de solucién salina
estéril. Una vez obtenida la cepa en solucion salina estéril, se toma
con una pipeta Pasteur estéril 2.5 ml y se colocan en un tubo Potter
estéril, se procede a macerar el boton celular bacteriano durante 25
segundos, al terminar la maceracion se ajusta la solucién resultante al
grado 1 de turbidez de McFarland utilizando solucion salina estéril y

de esta manera se inoculan 0.1 ml de esta solucion en medio liquido
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BHI y se pasa nuevamente a condiciones de subcultivo, avanzando
un subcultivo a la vez. Estos pasos se realizan de manera
subsecuente, consecutiva, hasta la obtencion del subcultivo 130. La

figura 1 muestra esquematicamente la realizacion de los subcultivos.

-

- . g e
N. brasiliensis
HUJEG-1 Maceracion 25 segundos

en Sol. Salina

Ajuste T1 de

0.1ml Inoculacién a
McFarland

Medio liquido (BHI)

Condiciones de
subcultivo:
Incubacion en agitacion
constante por 72hrsa
37°Cy 110rpm

=

Maceracion Solucién  Botén Centrifuga : Subcultivo
25 segundos Salina  celular 2,500rpm x 3 min RiEe e Alas 72hrs
en Sol. Salina (5ml)

\_w per y! Subcultivos
\ NTED 40, 80,
D e 100y 130

_ Condiciones de
Ajuste T1 de 0.1ml Inoculacién a subcultivo:

McFarland Medio liquido (BHI) Incubacién en agitacion
constante por 72hrs a Ensayos in vivo en

SR S Repeticion del ciclo cada Ritgzzfgﬁ;?k
72hrs hasta 130 ocasiones

Fig. 1. Esquema de la obtencion de los subcultivos.

8.4.2 Ensayos Experimentales en Murinos

Una vez realizados los subcultivos partiendo de la cepa original
HUJEG-1, se realizaron los ensayos clinicos in vivo en ratones
BALB/c, en un tiempo aproximado de 12 semanas (3 meses) cada
ensayo. Para esto, se prepardé simultaneamente la cepa original
HUJEG-1 que se designé como cepa control 6 Ty (Tiempo Cero) y las

cepas subcultivadas designadas por el nimero de subcultivo, a saber:

39



Tao0, Tso, T100 Y T130 para ser inoculadas en el cojinete plantar derecho
de cada modelo animal. Los ensayos in vivo se realizaron con las
cepas subcultivadas 40, 80, 100 y 130. Se desarrolld6 micetoma
experimental en el modelo murino BALB/c con N. brasiliensis HUJEG-
1 formando el grupo control y otro grupo infectado con la cepa
subcultivada. Cada grupo esta representado por 20 modelos
animales, ratones BALB/c hembras de 8-12 semanas de edad. La
inoculacién se llevé a cabo en el cojinete plantar derecho de cada

animal experimental para ambos grupos en cada ensayo (Fig.2).

Para la obtencion del inoculo de cada cepa de N. brasiliensis
utilizada como cepa control y cepa subcultivada se llevé a cabo el
método descrito por Gonzalez-Ochoa y colaboradores, el cual
consiste en la inoculacion de 0.1mL del in6culo con 20mg de peso
himedo de la cepa Nocardia brasiliensis en 50uL por via subcutanea
en el cojinete plantar derecho de cada animal experimental. Una vez
realizada la inoculacion, se tomaron semanalmente medidas del
cojinete plantar inoculado en cuanto su grosor por medio del vernier
calibrado en milimetros, asi como se designé por el esquema de
cruces la infeccion producida (Fig.3).Sabemos que el grosor del
cojinete plantar del modelo animal a utilizar mide en promedio 2.1mm.
El sistema de cruces previamente descrito por Gémez-Flores, et al*
se basa en lo siguiente: se determina que el modelo experimental
presenta 0+ cuando no existe infeccion; 0.5+ cuando sélo existe ligero
eritema; 1+ cuando existe eritema y leve aumento de volumen del

cojinete plantar; 2+ cuando existe eritema, aumento de volumen
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marcado, ulceraciones y/o noédulos; 3+ cuando aunado a lo anterior
existe involucro al talon de la extremidad del animal y, 4+ cuando
ademas de lo anterior, existen fistulas, abscesos e involucro de la
totalidad de la extremidad. Esto, nos provee de una descripcion clinica
de las lesiones. Una vez desarrollado el micetoma y, basados en las
caracteristicas clinicas desarrolladas en ambos grupos, se procedio a
la comparacion de los grupos. Cada ensayo clinico tuvo una duracién
de 12 semanas, con lectura semanal de las lesiones como se ha

mencionado.

Medicion de cojinete
plantar infectado
Vernier (mm)

Grupo control
N=20

Lecturas
semanales por 12
semanas
(cada ensayo)
Grupo experimental
N=20

Fig 2. Ensayos de infeccién en ratones BALB/c
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(0+)
no infeccion

(0.5+)
ligero eritema

(1+)
eritemay aumento
leve de volumen

Fig.3. Escala de medicién de micetoma por sistema de cruces®

\

(2+)
eritema, aumento de
volumen marcado,
ulceraciones,
nodulos

(3+)
eritema, aumento de
volumen marcado,
ulceraciones y nédulos
con extension hasta el
talén

(4+)
eritema, aumento de
volumen marcado,

ulceraciones, nédulos,
abscesos y fistulas que

se extiende hacia la

totalidad de la
extremidad afectada.

8.4.3 Resistencia a la infeccion en los grupos Tigo Y T130

Para la realizacion de los ensayos de resistencia a la infeccién

se tomaron los grupos Ti00 Y T130 que fueron previamente inoculados

con la dichas cepas subcultivadas por un periodo de 12 semanas,

al término de éstas, al cumplir la semana 13 (6 semana 1 del ensayo

de resistencia a la infeccion) se procedi6 al reto en el cojinete plantar

contralateral (izquierdo) con la cepa no subcultivada T, (Nocardia

brasiliensis HUJEG-1). Para este ensayo se ocuparon 20 ratones por

grupo en el ensayo de T190 Y 30 en cada grupo para el ensayo de Ti3

sin subcultivar siguiendo la metodologia antes descrita para la
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inoculacion de los grupos de ratones. De esta manera, se retd al
animal experimental con una cepa conocida virulenta, cuando
previamente habia sido inoculado con una cepa atenuada en 100 y
130 pasajes seriales respectivamente. Al igual que en los otros
ensayos, se realizaron mediciones con un vernier calibrado en
milimetros semanalmente y también se realizdé la medicion por el
sistema de cruces. Como verificacion, se tomdé sangre (500
microlitros) por capilaridad del seno infraorbitario de los ratones y una
vez obtenida, se procedio a la centrifugacion a 1,500 rpm por 3 min,
para la separacion del paquete globular y la obtencion del suero con
la finalidad de determinar la presencia de Nocardia brasiliensis

HUJEG-1 por Western Blot.

8.4.4 Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico

comparativo de las cepas Toy Ti30

Para la evaluacion histopatolégica del proceso infeccioso por
Nocardia brasiliensis en el modelo murino, se obtuvieron biopsias del
cojinete plantar infectado en las semanas 1, 3, 5, 7, 9 y 12 post-
inoculacién tanto en el grupo control T, como en el grupo
experimental Ti13. Las muestras fueron conservadas en formalina al
4% para su posterior procesamiento y tinciones en hematoxilina y
eosina (H&E), Kinyoun, PAS e inmunohistoquimica para CD4, CD8 y
CD14 para identificar los subconjuntos de las células inflamatorias.

Las muestras de tejido fueron tefidas con anticuerpos contra CD4
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(células T helper), CD8 (células T citotdéxicas/supresoras) y CD14
(monocitos). De forma rapida, las secciones de tejido del cojinete
plantar afectado, destinados a la inmunohistoquimica fueron
deparafinadas, rehidratadas, y sometidas a una secuencia de pasos
de incubacion iniciando con citrato de sodio (0.01 M) para la
recuperacion de epitopo. Después de bloquear la actividad enddégena
de peroxidasa con peroxido de hidrégeno al 1% en metanol, las
secciones fueron incubadas en camara de humedad durante 18 horas
a 4°C con anti-CD4 policlonal, anti-CD8 y anti-CD14 (Dako Corp.,
Carpinteria, CA) diluido 1:200 en PBS. Se prosiguié a enjuagues con
PBS y posteriormente las secciones fueron incubadas durante 20
minutos a temperatura ambiente con anticuerpo anti-conejo de cabra
biotinilado, y diluido 1:500 en PBS. Esto fue seguido de enjuagues en
PBS y 20 minutos de incubacion en camara de humedad en
estreptavidina-biotina. La actividad de la peroxidasa se visualizd
mediante la incubacion con 3,3',-diaminobenzidina y tincion de

contraste con hematoxilina.

8.4.5 Anélisis estadistico

Se procedié a la realizacion del analisis estadistico con el
programa estadistico Statgraphics bajo el rubro de El StatAdvisor, asi
como ayuda complementaria con los programas SPSS, Sigma Plot y

la base de datos en Excel 2007. Para la comparacion entre grupos
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durante cada ensayo se realizo analisis de varianza de ANOVA vy

como prueba alternativa la prueba paramétrica de Kruskall-Wallis.
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9.0 RESULTADOS

9.1 Resultados para el objetivo 1: Subcultivo de la cepa

Nocardia brasiliensis HUJEG-1 en medio liquido hasta 130 pases.

La cepa Nocardia brasiliensis HUJEG-1 fue subcultivada
consecutivamente en medio liquido infusion cerebro-corazén (BHI),
un pase o subcultivo a la vez (cada 72 horas), en el Laboratorio
Interdisciplinario de Investigacion de Dermatologia hasta la obtencién
de los subcultivos 40, 80, 100 y 130 ocasiones lo cual nos tomo
aproximadamente 3.5 afios. La obtencion de los subcultivos se
consideré exitosa ya que se reviso el crecimiento de N. brasiliensis en
medios agar-sangre, Mueller-Hinton, Saboraud y BHI antes y después

de realizar la inoculacién en el modelo murino.

9.2 Resultados para el objetivo 2: Realizar ensayos de
infeccién en ratones BALB/c con la cepa Nocardia brasiliensis
HUJEG-1 (control) y con las cepas subcultivadas en 40, 80, 100 y

130 pases.

En la graficas 1 a 4 mostramos la evolucion natural de la
infeccidon en el ratdbn cuando se inocula con la bacteria subcultivada a
los tiempos 40, 80, 100 y 130 comparandolo con el grupo control (To)

respectivamente. En los animales inoclulados con T, existe una
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respuesta inicial inflamatoria que va de la mano con una intensa
estimulaciéon antigénica producida por el inéculo, asi mismo,
posteriormente ocurre la disminucion gradual del grosor del cojinete
plantar del murino. Los micetomas aparecen después de la semana 5-
6 de la inoculacion. Doce semanas después de la inoculacion existe
un aumento significativo en el grosor del cojinete plantar caracterizado

por la presencia de abscesos y fistulas (medicion 4+).

Cuando inoculamos con las cepas N. brasiliensis subcultivadas
se observa un comportamiento diferente. Después de la respuesta
inflamatoria inicial, el grosor del cojinete plantar disminuye
significativamente después de la semana 5 post-inoculacion en todos
los casos (T40, Tso, T100 Y T130). La formacion de lesiones de micetoma
(consideradas mas de 1+) para la semana 12 se observo en 10%, 5%,
0% y 0% para los animales inoculados con las cepas subcultivadas a
los tiempos 40, 80, 100 y 130 respectivamente (Tabla 1). Los
controles respectivos produjeron micetoma en 80%, 80%, 70% y 60%
respectivamente. Para la semana 12 el desarrollo de lesiones en los
grupos inoculados con las cepas subcultivadas fue comparado con su
propio grupo control (inoculado con Tg) y fue analizado con prueba

estadistica ANOVA y se observo P<0.001 en todos los casos.
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A) TO vs T40
Semana 12
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Gréfica 1A. Resultados entre Ty y T4 a la semana 12. En A) por escala de sistema de cruces observamos que en el
grupo control Ty existe infeccion del 80% del grupo, mientras que el grupo subcultivado T4 la infeccién sélo se

presenté en el 10%.

T T4
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95% CI for the Mean
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Gréfica 1B. Resultados entre To y T4 a la semana 12. Fue evaluado con la prueba de ANOVA mostrando una

P<0.001, la barra muestra la desviacién estandar.
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A) TO vs T8O
Semana 12
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Gréfica 2A. Resultados entre To y Tgo @ la semana 12. Por escala de sistema de cruces observamos que en el grupo
control T, existe infeccion del 80% del grupo, mientras que el grupo subcultivado Tg la infeccion sélo se presentd en

el 5%.
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Gréfica 2B. Resultados entre To y Tg a la semana 12. Fue evaluado con la prueba de ANOVA mostrando una
P<0.001, la barra muestra la desviacion estandar.
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Gréfica 3A. Resultados entre To y Ti0 @ la semana 12. Por escala de sistema de cruces observamos que en el grupo
control Ty existe infeccién del 70% del grupo, mientras que el grupo subcultivado Tiqo la infeccién estuvo ausente

(0%).

TOvsT100

95% CI for the Mean
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B)

Gréfica 3B. Resultados entre To y Tig @ la semana 12. Fue evaluado con la prueba de ANOVA mostrando una
P<0.001, la barra muestra la desviacion estandar.
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Gréfica 4A. Resultados entre To y T130 a la semana 12. Por escala de sistema de cruces observamos que en el grupo
control Ty existe infeccién del 60% del grupo, mientras que el grupo subcultivado Ti3 la infecciéon estuvo ausente
(0%).
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Gréfica 4B. Resultados entre To y Tz @ la semana 12. Fue evaluado con la prueba de ANOVA mostrando una
P<0.001, la barra muestra la desviacion estandar.
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Para este objetivo se graficaron los datos obtenidos en cada uno
de los ensayos. En cada grafica T, representa el grupo control,
mientras que Tao, Tgo, T100 Y T130 representan los grupos subcultivados
en dichas ocasiones. Las graficas presentadas muestran la media de
la altura (grosor del cojinete plantar) en cada semana, con un intervalo
de confianza del 95%. Con esto, podemos decir que la media se ubica
en ese rango. El circulo indica el valor de la media de la muestra. Se
da la comparacién entre los grupos control y experimental por
semana. Gréaficamente, los valores son estadisticamente equivalentes
cuando los intervalos se traslapan, de lo contrario, se define una
medicibn como mayor que la otra. La variacion de los datos esta
determinada por la longitud de las barras.

En conclusion, en estos cuatro ensayos podemos observar que
el comportamiento es similar para las cepas subcultivadas y las de
control, haciendo referencia a que, inmediatamente después de la
inoculacién ocurre en ambos grupos (tanto experimental como control)
una respuesta inflamatoria importante, la cual, va declinando
linealmente hasta la semanas 5-6, en las cuales, a partir de este
punto, es clinicamente observable la formacion del micetoma
(aumento de volumen, deformacion, nédulos y nodulaciones, fistulas,
secrecion purulenta o serosanguinolenta). Cabe mencionar que en el
ensayo 3 (To vs Ti00) €s de notarse que el desarrollo de la infeccion,
no siguid el patrén antes descrito, es decir, en vez de resaltar la

inflamacion inicial, ésta se dio de forma gradual hasta que la evidencia
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de la infeccidon instalada como tal ocurri6 después del mes de la

inoculacion, al igual que los otros grupos.

Mediante el sistema de cruces puede observarse que en los
grupos controles, el desarrollo de micetoma fue siempre mayor,
mientras que en los grupos experimentales el desarrollo de micetoma
fue menor en todos los tiempos de subcultivos (Ver Tabla 1).

Tabla 1. Desarrollo de micetoma en ratones BALB/c infectados con N. brasiliensis HUJEG-1 subcultivadas
In6culo utilizado

Desarrollo
de lesiones T40 T80 T100 T130
0+ 18/20 18/20 20/20 28/30
1+ 0/20 0/20 0/20 0/30
2+ 2/20 0/20 0/20 0/30
3+ 0/20 1/20 0/20 0/30
4+ 0/20 0/20 0/20 0/30

9.3 Resultados para el objetivo: Determinacion del desarrollo de

resistencia a la infeccién en los grupos de subcultivo Tigo Y T130.

Los grupos de ratones BALB/c previamente inoculados con las
cepas subcultivadas T100 Y T130 (en el objetivo anterior) en el cojinete
plantar derecho después de no haber producido micetoma para la
semana 12 (P < 0.001), fueron retados al inocular en el cojinete

plantar contralateral la cepa control N. brasiliensis HUJEG-1 (To) vy
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seguidos semanalmente por 12 semanas (Fig. 4). La evolucion natural
fue similar a la de las cepas subcultivadas en las primeras 5 semanas
post-inoculacion pero posterior a esto, se observo una disminucién en
el desarrollo de lesiones comparado con su respectivo control (P =

0.021) (el valor de P fue determinado por la prueba de varianza de

ANOVA).
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Fig.4. Terminados los ensayos de T Y T130 @ la sSemana 12, se realiz6 la re-inoculacion en el cojinete plantar contralateral
con N. brasiliensis HUJEG-1 sin subcultivar.

Los resultados obtenidos de las pruebas de resistencia a la
infeccion se observan en los Graficos 5 y 6. Con estos resultados
podemos deducir que es posible el desarrollo de un estado de
resistencia parcial a la infeccion en el modelo murino previamente
sensibilizado con wuna cepa subcultivada (Tio0 Y Tisz). LoOS
mecanismos por los cuales esto es posible, deberdn someterse a un

estudio minucioso mas adelante.
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959% CI for the Mean
6_
5
s 5-
o
s
Lo
£g ..
SE
©
-
E =
g
(T}
2_

T T T T T L T T T T L T
grupo <R« <o ;th ' ;(‘Q ' ;}Q < ;(‘Q <D .;(\Q < ;\Q BB QS QS D ;‘QQ ISP
F & F T T S S
i~ i~ 3 o3 3 3 w5 A A =3 A )

semana @ * 1+ L L] “ © A ® © B el

Gréfica 6. Resultados de ensayo de resistencia a la infeccion en T vs Ti30+To.
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9.4 Resultados para el objetivo: Realizacion de estudio
histopatoldgico e inmunohistoquimico comparativo entre el grupo

control y grupo Tiao.

Para este objetivo, se incrementd la “n” del grupo subcultivado,
utilizando 30 ratones BALB/c por grupo, con la finalidad de tomar
biopsias de los cojinetes plantares tanto del grupo experimental T3
como del control (el grupo subcultivado utilizado en este objetivo fue el
grupo Ti3p). Los resultados de la histopatologia con tincion H&E (Fig. 5)
muestran que, en el grupo control (no subcultivado) para la semana 1,
existen abundantes polimorfomuncleares (PMN) rodeando los
fragmentos del in6culo de N. brasiliensis (aun no constituidos en
granos) como se muestra en la Figura 5. Dos semanas despues los
granos se encuentran rodeados de una capa de fibrosis, PMN y en la
periferia macrofagos espumosos. Para la semana 7 post-inoculacion se
encuentran abundantes granos y microabscesos en capas de fibrosis
concéntricas. Para la semana 12 (Fig.6), se muestran células
espumosas gigantes tan grandes como un grano de Nocardia
brasiliensis (80-130um) alrededor de los abscesos, con los granos
embebidos en el centro de un gran absceso compuesto por PMN y

células necréticas. Macroscépicamente se cataloga como lesion de 4+.
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Fig. 6. Resultados de histopatologia H&E grupo T, (control) para la semana 12 se
muestran células espumosas gigantes tan grandes como un grano de Nocardia
brasiliensis (80-130um) alrededor de los abscesos, con los granos embebidos en el
centro de un gran absceso compuesto por PMN vy células necroticas.
Macroscépicamente se cataloga como lesion de 4+.
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En el grupo Ti30 re-inoculado con Ty en la semana 1 se obtuvieron
los mismos resultados de en el grupo control, esto es, un infiltrado de
PMN alrededor de los fragmentos del indculo (Fig. 7). En la semana 3,
los microabscesos que contienen a los fragmentos de inéculo estan
rodeados de una capa de macréfagos espumosos. A la semana 5, los
microabscesos estan conformados por pequefias cantidades de células
espumosas comparadas con las que se presentan en la misma semana
en el grupo To y los granos se encuentran en diferentes estadios de
destruccion. También pudo evidenciarse un infiltrado considerable de
células mononucleares en la periferia de los microabscesos entre las
fibras de colagena. En la semana 12 post-inoculacion se encontré un
decremento en el numero de animales que presentaron lesiones de
micetoma. Las biopsias tomadas de los animales que presentaron
lesiones a la semana 12 mostraron abundantes granos contenidos en

los microabscesos encapsulados en paredes fibréticas.

En el grupo control, la inmunohistoquimica mostrd un infiltrado de
linfocitos CD8+ principalmente alrededor de los microabscesos, entre la
fibrosis; los macréfagos CD14+ fueron escasos. Los linfocitos CD4+
fueron los mas numerosos encontrados. En los animales de lesiones 4+
(a las 12 semanas post-inoculacion) se observaron pocos linfocitos y
macrofagos, tal vez debido a que la mayoria de las lesiones estaban

compuestas por abscesos (Fig.9).
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Fig. 7. Resultados de histopatologia H&E grupo Tizo retado con N. brasiliensis HUJEG-1 sin subcultivar para las
semanas 1(A), 3(B), 5(C) y 7(D).
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Fig. 8. Resultados de histopatologia H&E grupo Ti3 retado con N. brasiliensis
HUJEG-1 sin subcultivar para la semana 12. Las biopsias tomadas de los animales
que presentaron lesiones a la semana 12 mostraron abundantes granos contenidos en
los microabscesos encapsulados en paredes fibréticas, asi como destruccion de

granos de Nocardia.
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En el grupo subcultivado Ti3p Yy re-inoculado con T, se observo un
patron diferente (Fig.10). Los linfocitos CD8+ fueron escasos en todas
las muestras analizadas, mientras que los linfocitos CD4+ fueron
mucho mas numerosos después de la semana 5 de la inoculacién
(Tabla 2). Para este tiempo, la mayoria de las lesiones iniciaron su
curacion. Los macréfagos CD14+ fueron observados abundantemente

en acumulos en la semana 5 en las areas de tejido cicatrizal,

constituyendo la mayoria de las células presentes.
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Fig. 9. Resultados de inmunohistoquimica. Semana 5 postinfeccién en ratones inoculados con N. brasiliensis
HUJEG-1 no subcultivada. Muestra positividad para células anti-CD4 (A) y anti+CD14 (B) en dilucién 1:500. 100x.
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Fig. 10. Resultados de inmunohistoquimica. Semana 5 postinfeccion en ratones inoculados con Tiz Yy retados con
N. brasiliensis HUJEG-1 no subcultivada. Muestra positividad para CD4+ (A) y CD14+ (B) en dilucién 1:500. Los
linfocitos T son abundantes alrededor de los microabscesos, entre el tejido cicatrizal (100x).
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Tabla 2. Resultados de inmunohistoquimica de biopsias contra CD4, CD8 y CD14.

Semanas después de la reaccion a la inoculacién contra los anticuerpos:

CD4 CD8 CD14
TO T130 TO T130 TO T130
1 ) *) 0 0 0 Q)
3 ++ 0 + ®) ®) ®)
5 ++ ++ + *) + +H+
12 ® ++ *) ®) ®) it
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10.0 DISCUSION

Como se habia mencionado anteriormente, la atenuacion de los
microorganismos puede hacerse por medio de pasajes seriados
conocido como subcultivos. Calmette y Guérin realizaron la atenuacion
de M. bovis hasta convertirla en lo que hoy conocemos como vacuna
BCG, lo que podemos llamar el ejemplo clasico de la atenuacion por
subcultivos. ElI micetoma producido por Nocardia brasiliensis es una
patologia relativamente frecuente en el noreste de México y este
agente microbiologico llega a contribuir como agente etioldégico hasta
en el 86% de los casos de actinomicetoma. Esta entidad aunque soélo
en rara ocasion representa un peligro para la vida del paciente, es una
enfermedad deformante y discapacitante, por lo que afecta en la
calidad de vida de quien la padece. Es parte de nuestra obligacion
conocer mas acerca de este agente etiolégico tan comdn en nuestro
medio. Sabemos que Nocardia brasiliensis comparte caracteristicas
filogenéticas con otros microorganismos y de ahi desarrollamos la idea
gue puedan comportarse de un modo similar, alterando su virulencia
con este procedimiento, es decir, atenuarse por medio de los
subcultivos. La realizacion de cada uno de los subcultivos se realizd
cada 72 hrs obteniendo un subcultivo a la vez hasta obtener los
subcultivos a los tiempos 40, 80, 100 y 130 (T40, Tso, T100 Y T130). La
forma en la que probamos la atenuacion de la virulencia, fue inoculando

dos grupos de ratones con cepa subcultivada y no subcultivada ya
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conocida como virulenta y comparandolos en diferentes etapas de
subcultivo. Al término de cada uno de los ensayos experimentales
pudimos concluir que se altera la virulencia de Nocardia brasiliensis por
medio del subcultivo y, que dicho cambio atenta su virulencia y da
como resultado la induccién de micetomas experimentales de menor
tamafo, con poca o0 nula secrecion purulenta/sero-sanguinolenta, asi
como la disminucién en la formacion de fistulas y nddulos/nodulaciones
comparado con un grupo control. Ademas podemos decir que la
capacidad de desarrollar micetoma experimental de las cepas
subcultivadas va disminuyendo conforme avanzan los pasajes de
subcultivo y que la diferencia entre el grupo control y el subcultivado a
los Tiempos 40, 80, 100 y 130 es estadisticamente significativa

(P<0.05) al desarrollar micetoma experimental para la semana 12.

Para la semana 5 post-inoculacion, las lesiones iniciaron su
curacion en los animales inoculados con T30 Y re-inoculados con To.
Para este tiempo, las lesiones microscOpicamente fueron
caracterizadas por la presencia de granos huecos semi-destruidos asi
como por la presencia de un infiltrado intenso de células
mononucleares. Estos hallazgos microscépicos son similares a los
observados en las ratas Lewis infectadas con N. brasiliensis®®. Estos
animales son resistentes naturales a la infeccién aun cuando se utiliza
gran cantidad de bacterias. Presentan una inflamacion inicial, pero a
partir de este punto las lesiones inician su curacion espontaneamente

y microscépicamente se observan granos semi-destruidos. Esto
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sugiere que la inmunizacién con la cepa subcultivada Ti3, puede
inducir un estado de resistencia, aunque incompleto. Sera de vital
importancia realizar ensayos de re-inmunizaciones con extractos
crudos de la bacteria para determinar si el nivel de resistencia puede

incrementarse.

La presencia de escasos linfocitos y macrofagos en el tejido de
las biopsias de lesiones humanas de actinomicetoma también han
sido descritas®*®®. Los linfocitos también estan presentes en escasas
cantidades en la periferia de los microabscesos, similar a lo que
observamos en este trabajo en los ratones infectados con To. En la
lepra, se han descrito 2 patrones de linfocitos in situ, en las lesiones
tuberculoides CD8+ (OKT8+) las células se encuentran alrededor del
granuloma y en las CD4+ (OKT4+) las células se distribuyen a través
del granuloma’”. En los pacientes lepromatosos se encuentran ambos
patrones distribuidos en los granulomas sin predileccion por la
periferia. La organizacion de los linfocitos T en la lepra tuberculoide
refleja una respuesta inmune efectiva. En el actinomicetoma, no hay
verdaderos granulomas, en vez estos, los microorganismos se
contienen en microabscesos rodeados por una capa de macréfagos
espumosos. Los hallazgos microscépicos descritos anteriormente
corresponden a “las lesiones por N. brasiliensis” las cuales con
diferentes a las que se presentan por N. asteroides®®. En el caso de
los ratones inmunizados con T3 Y luego retados con Ty observamos

un aumento en los linfocitos CD4+ asi como un abundante infiltrado
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de macrofagos (células CD14+) a las 5 semanas después de la
inmunizacion. Las células mononucleares siempre se localizaron en
grupos afuera de los microabscesos en el tejido cicatrizal.
Aparentemente este notable aumento en el nUmero de macréfagos es
responsable de la eliminacion de Nocardia y de la consecuente
curacion de las lesiones en nuestros experimentos. La identificacion
de los antigenos de N. brasiliensis que provoca esta respuesta
inmune celular asi como los mecanismos inmunoloégicos como las
citocinas y células involucradas en la destruccion de los granos, nos
ayudara a proveer un mejor conocimiento de los mecanismos de

resistencia hacia N. brasiliensis.

Algunos estudios sobre la evolucion bacteriana han permitido el
analisis de los cambios en el genoma producidos por adaptacion hacia
un medio o nicho en particular. En E. coli se ha observado que las
mutaciones, deleciones, inserciones, duplicaciones e inversiones en el
cromosoma aparecen en tan sélo 2000 generaciones® y los cambios
en el cromosoma se incrementan en forma lineal hasta 20,000
generaciones produciendo la pérdida de aproximadamente 1.2% del
cromosoma original (durante 20 afios de subcultivos). Aunque esto es
una gran cantidad de deleciones, la mayoria de la mutaciones
observadas en el ADN fueron sinénimas (sin sentido), sin afectar las
propiedades biologicas de las bacterias. En nuestro caso parece ser
gue Nocardia necesita tan sélo algunas pocas generaciones para

producir cambios en su virulencia, ya que desde los 40 subcultivos ya
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observamos una diferencia notable en su virulencia. En Burkholderia
cenocepacia tan solo 500 generaciones hicieron posible que esta
bacteria fuera incapaz de matar al nematodo Caenorhabditis elegans’.
En ese trabajo, 1000 generaciones tomaron alrededor de 152
subcultivos diarios. Dado el tiempo de la generacion de Nocardia nos
tomd alrededor de 4 afios lograr 130 subcultivos. Es dificil calcular el
namero exacto de generaciones ya que Nocardia brasiliensis se divide
produciendo filamentos mas que por fisibn binaria. Sera necesario
disefiar un experimento para resolver este problema y determinar el
numero de generaciones para comparar nuestros resultados con otros

experimentos en la evolucion microbiana.

En el caso de M. bovis, filogenéticamente relacionado con N.
brasiliensis, tomé aproximadamente 230 subcultivos en medio liquido
papa-bilis de buey para disminuir su virulencia para ciertos mamiferos
incluyendo a terneros, caballos y el hombre®’. La atenuacién de la BCG
ha sido explicada por la pérdida de grandes regiones de diferencia (RD)
del ADN™, siendo el mas importante RD1 que incluye ORF’s que
codifican para proteinas ESAT-6 y CFP10. En nuestro caso acerca de
N. brasiliensis, observamos una disminucién significativa en su
virulencia, sin embargo, muy recientemente acaba de publicarse la
secuencia gendmica completa de N. brasiliensis’> y debemos
considerar esto como una herramienta que nos ayude a determinar los
cambios gendmicos responsables de la atenuacién de la virulencia en

nuestros ensayos.
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Como conclusion, nosotros observamos una disminucion notable
en la virulencia de N. brasiliensis HUJEG-1 después de subcultivarla
130 pases seriados in vitro, comparandolo con una cepa parental. Este
puede ser un excelente modelo para estudiar los mecanismos
inmunoldgicos involucrados en la resistencia al micetoma, ya que la
inoculacién previa con una cepa atenuada produjo una proteccion
contra la infeccion con la cepa parental o To. Asi mismo, debemos
también considerar la posibilidad de utilizar estas bases para abrir
investigacion para el desarrollo de una terapia biolégica futura contra el

actinomicetoma producido por N. brasiliensis.
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