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RESUMEN 
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Área de estudio: Dermatología 

En algunas enfermedades bacterianas, como la causada por 
Mycobacterium tuberculosis, se ha observado que en los filtrados de 
cultivo de este organismo se encuentran proteínas que estimulan 
fuertemente la respuesta inmune celular y humoral. Estos hallazgos han 
sido de gran ayuda para su diagnóstico temprano. En Nocardia 
brasifiensis ha sido difícil determinar los antígenos inmunodominantes 
exportados al medio de cultivo, debido en parte a la escasa cantidad de 
antígeno proteico excretado obtenido en estudios previos. (15). En los 
actinomicetomas por Nocardia brasiliensis es necesario contar con una 
¡ntradermoreacción que nos ayude a confirmar el diagnóstico de la 
enfermedad y el agente etiológico mediante el uso de antígenos 
apropiados. El objetivo del presente estudio fue identificar los 
antígenos inmunodominantes extracelulares en el filtrado de cultivo de 
Nocardia brasiliensis que inducen una respuesta inmune celular en 
cobayos previamente sensibilizados con N. brasiliensis, e identificar 
aquellos que reaccionan con sueros de pacientes con actinomicetomas 
por N. brasiliensis. Utilizamos 9 cepas de esta bacteria que se 
cultivaron en el medio RPMI 1640. El filtrado de cultivo obtenido se 
díalizó y se concentró mediante liofilización; a la muestra de antígenos 
se le realizó electroforesis en un gel analítico de poliacrilamida al 12% 
en condiciones desnaturalizantes. Para identificar las proteínas 
inmunodominantes se realizaron ensayos de Western Blot, utilizando 
sueros de pacientes con micetoma por N. brasiliensis y como control 
sueros de individuos sanos. 

El antígeno completo (25, 50 y 75 jjg) de filtrado de cultivo fue 
evaluado, mediante intradermoreacciones en cobayos hembras de 9 



semanas, los cobayos fueron sensibilizados cuatro semanas antes vía 
intradèrmica con 100 pg de una emulsión de adyuvante incompleto de 
Freund y de 40 mg de fragmentos de colonias preparadas de 
N.brasiliensis. En otro ensayo con técnica similar se repitió el 
procedimiento pero con la variación de usar el antígeno crudo 
fragmentado en 12 fracciones de acuerdo a su peso molecular. Al 
grupo control se le inyectó solución salina. Las intradermoreacciones se 
evaluaron a las 48 y 72hrs. 
Contribuciones y conclusiones: Se demostró por electroforesis la 
presencia de abundantes proteínas de N. brasiliensis en el filtrado de 
cultivo y se determinó con sueros de pacientes con actinomicetoma, la 
inmunogenicidad de 4 proteínas de N. brasiliensis de pesos relativos 
de 60-, 48-, 28- y 26- kDa. 
Se demostró mediante intradermoreacciones en el cobayo previamente 
sensibilizado una reactividad positiva con el antígeno de N. brasiliensis 
del filtrado de cultivo completo y de sus fracciones. 
Esta metodología nos permitirá en el futuro determinar que antlgenos 
que inducen una respuesta inmune celular en cobayos previamente 
sensibilizados y también en pacientes infectados. 

Dr. Se. Lucio Vera Cabrera Dr. Se. Mario C. Salinas Carmona 



1 .-INTRODUCCION 

1.1 Generalidades 

El micetoma actinomicético es una enfermedad infecciosa localizada 

que afecta la piel, el tejido celular subcutáneo, los huesos, y órganos 

adyacentes. Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de una 

firme tumefacción en el sitio afectado, nodulos y abscesos que drenan 

pus que contiene granos o gránulos del agente etiológico (3, 4, 5,6). 

El micetoma afecta más comúnmente a individuos de áreas rurales en 

países en desarrollo, pero puede observarse en la población en 

general. Los pacientes con esta infección generalmente tienen una 

historia de un traumatismo previo en el sitio de la infección. Los 

miembros inferiores son la región más frecuentemente afectada y el 

mayor número de casos se localiza en el pie; otros sitios donde se 

observa esta enfermedad son el tronco, las extremidades superiores, 

la cara y el cuello. La mayoría de los reportes de actinomicetoma son 

en países subtropicales (3, 4, 5, 6, 26, 29, 31). 

El micetoma fue descrito por primera vez por Gilí en el distrito de 

Madura en India en 1842, llamándolo pie de Madura. Cárter en 1860 

denominó a este padecimiento como "micetoma" que literalmente 

significa tumor causado por hongos (3). Posteriormente, en 1913, Pinoy 

sub-dividió al micetoma en 2 grupos: los causados por bacterias 

aeróbicas (actinomicetomas) y los causados por hongos verdaderos 

(eumicetomas) (38). 



En México alrededor del 98% de los casos son causados por 

actínomicetos (bacterias aerobias filamentosas), y solo el 2% restante 

son producidos por hongos. Nocardia brasiliensis es el agente causal 

del 86% de los casos y Actinomadura madurae del 8% restante (26). 

El género Nocardia incluye organismos patógenos intracelulares 

facultativos que infectan tanto a individuos normales, como a sujetos 

inmunocomprometidos (4,11,12,40). 

El actinomicetoma es producido por microorganismos que 

normalmente habitan en ei suelo y viven como saprofitos. La infección 

se induce por la inoculación del agente infectante por un traumatismo 

en la piel con espinas de acacias o astillas de madera y otras heridas 

infectadas por estos microorganismos. Clínicamente la enfermedad 

comienza con la presencia de pequeños nodulos, indurados y firmes los 

cuales pueden persistir y evolucionar a una gran tumoración de 

consistencia firme (5, 8, 26, 29, 53,54). 

El micetoma es endémico alrededor del trópico de Cáncer, a 15° al sur 

y 30° al norte del ecuador, afecta regiones tropicales y subtropicales. 

Países como México, Venezuela, Sudán, India, Pakistán, Senegal y 

Somalia tienen la incidencia más alta de esta enfermedad (26). En 

México, la incidencia es aproximadamente de 70 casos por año. En 

Estados Unidos, Asia y otros países de América Latina se observa una 

menor frecuencia. En general el micetoma predomina en hombres en 

una proporción de 3:1 con respecto a las mujeres (26). 

Hasta el momento, no se han dilucidado completamente los factores 



inmunológicos del hospedero que influyen en el desarrollo de una 

Infección tipo micetoma por N. brasilíensis y de los cuales depende la 

instalación de la infección por Nocardia. La virulencia de Nocardia 

parece depender de la capacidad para evadir y modular la respuesta 

inmune del huésped y el desarrollo de una respuesta inmune celular 

adecuada o no del hospedero (8,9). Se ha demostrado que aunque se 

estimula la inmunidad humoral, la respuesta inmune celular parece 

desempeñar el papel más importante en la resistencia a la infección (8, 

30). 

El diagnóstico de micetoma se realiza en base al cuadro clínico y se 

confirma con el cultivo microbiològico, el cual tarda de 2 a 3 semanas 

(4 ,5 ,11 ,40 , 52, 54). 

El inmunodiagnóstico de pacientes con infección por Nocardia debe 

permitir un reconocimiento más temprano y más rápido de la 

enfermedad, lo cual puede mejorar el manejo médico de la enfermedad. 

Para ello se han desarrollado algunos ensayos inmunológicos que 

detectan anticuerpos contra agentes causales de micetoma, ya sea 

utilizando filtrados de cultivo, antígenos citoplásmicos, o diversos 

antígenos de los actinomicetos (15, 19, 23, 24, 25, 27, 39, 41, 45, 48, 

46). En el caso de Nocardia brasilíensis, Salinas y cois, observaron 

que la respuesta inmune humoral esta dirigida contra tres proteínas de 

24-, 26- y 61-kDa de un extracto celular de este microorganismo (46). 

Posteriormente estas proteínas fueron aisladas y purificadas por Vera-

Cabrera y cois (49). Las proteínas de 24- y 26-kDa han sido utilizadas 



para desarrollar una prueba de ELISA que detecta anticuerpos en 

pacientes infectados con N. brasiliensis y se ha observado una 

correlación entre los títulos de anticuerpos y la condición clínica de los 

pacientes. En individuos con enfermedad activa los títulos de 

anticuerpos se encontraron elevados y en los curados los niveles de 

anticuerpos eran muy bajos o no se observaban (47). 

En ía actualidad no contamos con una prueba que mida la respuesta 

inmune celular que nos permita coadyuvar en el diagnóstico, pues las 

que han sido probadas en diferentes investigaciones en las últimas 

décadas han presentado reactividad cruzada con pacientes infectados 

con otras bacterias como M. tuberculosis y M. leprae ( 8, 9 ). 

La respuesta inmune celular en infecciones por Nocardia, ha sido 

estudiada por diversos autores. Drake y Henrici en 1943 en una 

investigación con conejos adultos y cobayos previamente sensibilizados 

con suspensiones oleosas de N. asteroides inyectadas 

intratesticularmente, obtuvieron intradermoreacciones positivas con el 

extracto crudo de N. brasiliensis no calentada a las 24-48 hrs.f de 

18mm de diámetro, observándose el máximo de la reacción en el 

segundo día post-inyección. Los animales controles no dieron 

intradermoreacciones positivas. La hipersensibilidad retardada cutánea 

en animales previamente inmunizados con N. asteroides fue 

específica y no presentó reacciones cruzadas con la tuberculina (25). 



En el estudio de Almeida y Lacaz emplearon antígenos para 

pruebas cutáneas en el diagnóstico de micetoma, sus resultados fueron 

negativos empleando un filtrado de cultivo de N. brasiliensis en 

pacientes con micetoma causado por este actinomiceto. En 1945 

Lacaz preparó un filtrado de cultivo con la combinación de 26 especies 

de N. brasiliensis y debido a la pobre respuesta cutánea, descartó el 

estudio como un procedimiento útil en el diagnóstico de micetoma (16). 

González-Ochoa y Baranda en 1953 lograron obtener un antigeno 

polisacárido (L-2) con el que obtuvieron una reacción cutánea negativa 

en i nfecciones experimentales e n conejos y ratones y fue positiva en 

pacientes con actinomicetoma causados por N. brasiliensis 

observándose que la intradermoreacción era positiva, solamente en los 

pacientes con actinomicetoma y negativa en individuos normales y 

pacientes con diversas infecciones /nicóticas. Es interesante hacer 

notar que el eritema e induración de las intradermoreacciones se 

minimizaba y/o desaparecía al segundo día de la intradermoreacción 

(16). 

En el estudio de Bojalil y Magnusson en 1963 sobre la respuesta de 

la reacción cutánea a mezclas antigénicas conteniendo proteínas 

desnaturalizadas por calor, obtenidas de precipitados d e filtrados de 

cultivo de N. brasiliensis obtenidas de pacientes con actinomicetomas 

causados por esta bacteria, demostraron reactividad cutánea de la 

dilución del precipitado obtenido, al cual llamaron "sensitina", los 

autores reportaron positividad a la intradermoreacción en 14 pacientes 



con actinomicetoma causados por N. brasiliensis y negativo en un 

paciente con infección causado por Actinomyces bovis y otro con un 

actinomicetoma causado por Actinomadurae madurae, también fue 

negativo en individuos PPD positivos. En este estudio los autores no 

lograron definir el tipo de compuestos y o mezclas, desconociéndose si 

estos precipitados podrían inducir una respuesta antigénica en animales 

de experimentación (10). Bojalil en un estudio posterior reportó que la 

revisión de los resultados reportados en la literatura médica sobre 

reacciones cutáneas en infecciones por Nocardia no eran consistentes 

y se avocaron a realizar estudios con extractos citoplasmáticos (36). 

En 1972, Ortiz-Ortiz y cois. (35) estudiaron la inducción de 

hipersensibiiidad tardía en cobayos inyectados subcutáneamente cada 

semana durante 3 semanas (con 1 mg de N. asteroides vivas ó de N. 

brasiliensis emulsificada con adyuvante incompleto de Freund) y 21 

días después se evaluó la hipersensibiiidad retardada mediante 

intradermoreacciones con extractos citoplásmicos de Nocardia que 

contenían proteínas, carbohidratos y ácidos nucleicos. Los autores 

observaron que había diferencia entre los animales sensibilizados con 

N. asteroides y N. brasiliensis, los animales inyectados con el extracto 

celular homologo desarrollaron una mayor reacción cutánea. En el 

mismo estudio se pudo apreciar una reacción positiva a estos 

antígenos en animales previamente sensibilizados con BCG, por lo que 

se consideró que el antígeno indujo una reacción cruzada, y lo mismo 

sucedió ai probar estos antígenos en pacientes con infecciones 



causados por Nocardia, M. feprae y en individuos positivos al PPD en 

los cuales también se produjeron reacciones cruzadas (36). Estos 

mismos autores también observaron que una proteína ribosomal 

obtenida de N. asteroides y N. brasiliensis era capaz de inducir una 

respuesta de hipersensibilidad tardía positiva en animales (cobayos) 

previamente sensibilizados con estas bacterias (37). Sin embargo, hay 

otro reporte en donde esta variedad de antígenos presentaron una 

reacción cruzada con antígenos ribosomales de Mycobacterium y 

Coryinebacteríum (25). 

Mahgoub y colaboradores (1977) estudiaron el estado inmunológico 

de los pacientes con micetoma, mostrando alguna evidencia de 

inmunidad celular deprimida en estos pacientes. Sin embargo Bendl y 

colaboradores, no encontraron alteraciones inmunológicas en 15 

pacientes (30). Vera y cois, demostraron que en mícetomas 

experimentales por N. brasiliensis en ratas normales Lewis y en ratas 

atímicas mu/rnu, las ratas Lewis desarrollaron micetoma con granulos, 

pero las ratas atímicas murieron y ia necropsia mostró la diseminación 

de la infección. (50) El uso de las reacciones cutáneas es un método 

simple y ampliamente utilizado para poner de manifiesto la 

hipersensibilidad tardía. Su uso clínico en infecciones por Nocardia ha 

sido probado con fines diagnósticos frecuentemente con resultados 

variables referentes a especificidad y sensibilidad. Las investigaciones 

realizadas hasta el momento, sugieren que la inmunidad celular es la 

realmente efectiva en contra de ia infección (8). 



En la infección por N. brasiliensis en humanos se producen 

anticuerpos contra las proteínas de un extracto celular de este 

microorganismo de 61, 26 y 24 kDa. (46,47). Sin embargo se 

desconocen los antígenos específicos que induzcan un estado de 

resistencia y/o inmunidad celular. En otros actinomicetos aeróbicos 

patógenos para el humano, como en Mycobacterium tuberculosis se 

han descrito proteínas de secreción tales como la ESAT-6 o el complejo 

antígeno 85 que inducen una excelente respuesta inmune celular (7). 

M. tuberculosis está fi log en ética men te relacionada con Nocardia y 

existe la posibilidad de que antígenos de filtrado de cultivo de esta 

bacteria pudieran estimular la respuesta inmune tardía del hospedero. 

El objetivo de la presente tesis es inducir la producción de proteínas 

al medio y determinar las proteínas de filtrado de cultivo que 

reaccionan con los sueros de pacientes infectados con N. brasiliensis e 

identificar los antígenos específicos en el filtrado de cultivo de Nocardia 

brasiliensis que inducen una respuesta de hipersensibilidad retardada 

en el cobayo. 



HIPÓTESIS 

N. brasiliensis produce antígenos de exportación al medio de cultivo 

que reaccionan con el sistema inmune humoral y celular del hospedero. 



OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Identificar los antlgenos inmunodominantes en el filtrado de cultivo de 

Nocardia brasiliensis. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Obtener las proteínas del filtrado de cultivo de Nocardia brasiliensis. 

2. Identificar por Western blot las proteínas de filtrado de cultivo que 

reaccionan con los anticuerpos presentes en los sueros de pacientes 

con actinomicetoma por N. brasiliensis. 

3. Determinar las fracciones proteicas secretadas al medio de cultivo 

que producen una respuesta de hipersensibilidad tardía en cobayos 

previamente sensibilizados por Nocardia brasiliensis. 



2.- MATERIALES Y METODOS 

2.1.• MATERIAL BIOLÓGICO 

2.2. MICROORGANISMOS 

Para la obtención del antígeno de filtrado de cultivo utilizamos cepas 

obtenidas de la colección del Laboratorio Interdisciplinario de 

Dermatología aisladas de pacientes vistos en el Hospital Universitario 

de la U.A.N.L. Estas cepas fueron aisladas de pacientes con micetoma 

causado por N. brasiliensis y se conservaron en leche descremada a 

-70°C. Al momento de usarlas se resembraron en agar Sabouraud. Se 

utilizaron 9 cepas de N. brasiliensis con la finalidad de determinar en 

cual de ellas encontrábamos diferente patrón de producción de 

proteínas. Entre estas se incluyeron dos de colección N. brasiliensis 

HUJEG-1 y N. brasiliensis NCTC 10300 Ver tabla 1. 

2.3 ANIMALES DE LABORATORIO 

Se utilizaron cobayos (Cavia porcellus) hembras de la cepa Hartley, 

de 9 semanas de edad, obtenidos del Bioterio de la Universidad 

Nacional Autónoma de México. Seleccionamos esta variedad de 

animales porque en ellos se han realizado ensayos por diversos autores 



de hipersensibilidad tardía. Los animales durante nuestro estudio fueron 

cuidados en el Centro de Investigación Biomédicas del Noreste (IMSS) 

por el Dr. Gerardo Lozano G. (33). 

2.4- OBTENCION DE SUEROS 

De cada uno de los pacientes, sanos y con la enfermedad se 

obtuvieron 5 mi de sangre, la cual fue centrifugada para obtener el 

suero, las muestras se colocaron en criovíales de 1ml cada uno y se 

congelaron a -70°C. Se obtuvieron sueros de pacientes con diagnóstico 

de actinomicetoma causados por N. brasiliensis. Excluimos los sueros 

de aquellos pacientes en los cuales no se pudo confirmar el diagnóstico 

de actinomicetoma por cultivo, así como aquellos pacientes en 

tratamiento y pacientes curados. 

2.5. - SUEROS DE SUJETOS SANOS 

Como control se utilizaron sueros de sujetos sanos en los ensayos 

de Western Blot. 

2.6 AISLAMIENTO PRIMARIO E IDENTIFICACIÓN DE LA CEPA DE 

Nocardia brasiliensis 

Para confirmar el diagnóstico de micetoma por N. brasiliensis, se 

realizó el cultivo de la secreción de las lesiones de los pacientes 

incluidos en el estudio. Se practicó el cultivo en medio de Sabouraud, 



de la secreción de las lesiones de los pacientes incluidos en el estudio. 

Las colonias se desarrollaron en un periodo de entre 15 y 21 dias, y la 

especie fue identificada mediante pruebas bioquímicas de hidrólisis de 

la caseína, hipoxantína, xantina y tirosina (11,40). 

2.7.- OBTENCION DE LOS ANTÍGENOS DE FILTRADO DE CULTIVO 

DE N. brasil¡ensis 

2.7.1 MEDIO DE CULTIVO 

El medio de cultivo utilizado para obtener los antígenos excretados 

fue el RPMI 1640 el cual es un medio constituido por aminoácidos, 

vitaminas, sales inorgánicas ampliamente utilizado para cultivo de 

líneas celulares. 

Para preparar el medio de cultivo colocamos en una matraz 

Erlenmeyer, 10.4g del polvo RPMI 1640 (Sigma) y 1000ml de agua 

bidestilada, lo disolvimos mediante agitación con una varil la de vidrio 

estéril y ajustamos el pH hasta 7 (medidor de pH. Orion Mod. 330). El 

colorante (rojo fenol) del medio de cultivo fue eliminado, por medio del 

filtrado en papel filtro estéril con carbón activado para evitar 

interferencia en el procesamiento posterior de las proteínas. 



2.7.2.- PREPARACIÓN DE LOS ANTÍGENOS DE FILTRADO DE 

CULTIVO 

A partir de los cultivos en agar Sabouraud se tomó un fragmento de 

cada colonia, se colocó en un tubo de ensayo de 12 x 75 mm 

conteniendo 0.5ml de solución salina y se trituró con un homogenizador, 

para preparar una suspensión. El inoculo de cada cepa se vació en un 

matraz conteniendo 50 mi de RPMI 1640 esterilizado por filtración y se 

incubó a 37°C en agitación a 9,000 rpm durante 7 días y otros durante 6 

semanas. La racionalidad para el empleo de diferentes tiempos en el 

cultivo de Nocardia es debido a que se ha reportado que en M. 

tuberculosis los patrones electroforéticos del filtrado de cultivo en 

períodos largos de incubación (más de 1 mes), y de corta duración (6 

días) son diferentes. Debido a que Nocardia esta fílogenéticamente 

relacionada con M. tuberculosis decidimos probar ambos períodos de 

incubación para la obtención de antigenos exportados al medio de 

cultivo para observar si existía diferencia significativa e n el patrón d e 

producción de proteínas. Ai término de la incubación, se filtró a un 

matraz estéril la masa bacteriana, utilizando embudos de vidrio de 

cuello largo con papel filtro estéril, se centrifugó y posteriormente ios 

sobrenadantes se filtraron con un acrodisco (Millípore) de 0.2 mieras y 

se distribuyeron en crioviales de 1.5 mi procediéndose a congelarlos a 



-20°C para su posterior liofilización. La cantidad de proteínas se 

determinó por el método de Bradford utilizando como estándar albúmina 

sérica bovina. 

2.7.3 LIOFILIZACIÓN DE LOS ANTÍGENOS DE FILTRADO DE 

CULTIVO (AFC) 

Los viales con el antígeno de filtrado de cultivo de N. brasiliensis se 

congelaron en hielo seco y alcohol metílico y se liofilizaron 

(Liofilizadora LABCONCO Freeze Dry/Shell Freeze System) durante 

24 hrs. 

El liofilizado de cada cepa se reconstituyó en un volumen de 2ml 

de agua bidestilada estéril y se dializó en una membrana de celulosa 

(Spectrapor, límite de corte 12,000-14,000) contra agua bi-destilada fría 

por 24 hrs. Una vez que se obtuvo el AFC dializado, se volvió a 

liofilízar. Obteniéndose mediante este proceso el AFC de cada cepa. 

2.8.- ANÁLISIS DE LOS AFC MEDIANTE ELECTROFORESIS EN 

GEL DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES 

DESNATURALIZANTES 

Para el estudio de los componentes proteicos de las diferentes 

cepas de N. brasiliensis, se realizó electroforesis de proteínas, en geles 

de corrimiento al 12%, como gel de empaquetamiento o concentrador 



se utilizó un gel de poliacrilamida al 4% (ver apéndice A). El gel se 

montó en el sistema de electroforesis Mini-Protean II (BioRad), y se 

aplicó el amortiguador de corrimiento (Tris-HCL 125 mM, glicina 

192mM, SDS al 0.1% p/v) en la cámara de corrimiento. 

Se vertió el contenido de cada uno de los viales liofilizados en tubos 

Eppendorf, y se les agregó 40 pl de buffer de muestra 4X (Tris-HCI 125 

mM pH 6.8, SDS 10% p/v, 2-Mercaptoetanol 10%, sacarosa al 50% p/v, 

con azul de bromofenol como indicador del frente de corrida); y se 

sometieron a ebullición durante 2 minutos (para desnaturalizar las 

proteínas) y se centrifugaron. De cada alícuota se tomaron 10 pl con 

una pipeta automática (Eppendorf) para colocarlos en cada carril del gel 

de poliacrilamida -SDS al 12%. La electroforesis se realizó a un voltaje 

constante de 90 v, hasta que el gel de empaquetamiento alcanzó el gel 

de corrimiento y después se aumento el voltaje a 150 V hasta que el 

azul de bromofenol alcanzó la parte inferior del gel de corrimiento. 

2.9-TINCIÓN CON COOMASSIE 

Una vez terminada la electroforesis, el gel que se encontraba en la 

mini cámara, se sacó y se colocó en un recipiente conteniendo azul de 

Coomassie (azul de Coomassie R-250 0.1% p/v en solución 

desteñidora: metanol 40% v/w y ácido acético 10% v/v en agua 

destilada) por 30 minutos. El gel se destiñó con solución desteñidora 

por 1-3 horas. 



2.10.- TINCIÓN CON NITRATO DE PLATA 

El gel recién corrido se sumergió en solución fijadora (metanol 50% 

v/v y ácido acético 12% v/v en agua destilada) por 20 minutos, 

después se realizaron 3 lavados con solución de lavado por 10 minutos 

c/u (etanol 10% v/v y ácido acético 5% v/v en agua destilada) para 

eliminar el SDS. En seguida el gel se colocó en solución oxidante 

(dicromato de potasio 3.4 mM, acido nítrico 3.22 mM) por 5 minutos en 

agitación, para posteriormente realizar 3 lavados con agua destilada (10 

minutos cada lavado). Posteriormente se agregó el Nitrato de Plata 

0.509 g en 250ml de agua bidestilada por 5 minutos expuesto a luz 

intensa. Posterior a esto se continuo la aplicación de la solución 

reveladora, Carbonato de Sodio, Na2 C0 3 0.28M (2.965 g- por cada 100 

mi de agua) y formaldehído 0.05% v/v, 50pl para cada 100 mi de agua, 

el gel se sumergió en la solución hasta observar la coloración, se 

agregó una pequeña cantidad de ácido acético para detener la 

reacción (32). 

2.11.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

Los geles se equilibraron en buffer de transferencia (48 mM de tris, 

39 mM de glicina, 20% de metanol, a un PH de 9.2) por 30 minutos y se 

colocaron en el aparato de transferencia (Trans-blot semi-dry, BioRad 



Laboratories), con un amperaje de 300 rnA por 20 minutos. Después 

de la transferencia la membrana se lavó con buffer TBS por 5 minutos y 

se incubó con solución bloqueadora (gelatina al 3% en TBS) a 37°C 

durante una hora, posteriormente, se realizaron 3 lavados a la 

membrana de 10 minutos cada uno con TBS. Cada membrana se 

incubó con el suero de los pacientes con micetoma diluido 1:25 en 

gelatina al 1.5% en TBS con tween 20 1:1000, y se dejó hasta el día 

siguiente a temperatura ambiente. La membrana se volvió a lavar en 3 

ocasiones con gelatina al 0.3% en TBS con tween 20 1:1000 por 30 

minutos cada lavado. Se agregó el conjugado (anti-lgG humano-

Fosfatasa Alcalina) diluido 1:10,000 en solución de gelatina al 1.5% en 

TBS con tween 1:1000, y se incubó una hora a temperatura ambiente. 

Se realizaron 3 lavados durante 5 m inutos cada uno con solución de 

lavado, y posteriormente se realizó u n lavado con buffer de fosfatasa 

alcalina, y se procedió a revelar añadiendo 10 mis. de buffer y100 pide 

NBT (nitroblue de tetrazolio). Posteriormente se agregó 100 pl de BCIP 

y se esperó a que aparecieran las bandas. 

Una vez obtenidos los resultados en el Western Blot, nuevamente se 

realizaron cultivos de una sola cepa de Nocardia brasiliensis y se 

cultivaron grandes cantidades para obtener mayor cantidad del AFC. 

Utilizamos el método de Bradford para conocer la cantidad de proteínas 

que obtuvimos en cada cultivo. 



2.12.-CUANTIFICACIÓN ESPECTROFOTOMÉTRICA DE PROTEÍNAS 

1. El procedimiento de cuantificación es pectrof oto métrica de proteínas, 

está basado en el método diseñado por Bradford (1976). 

2. Se prepara una solución estándar de albúmina, conteniendo 10 mg 

disueltos en 10 mi de NaCI 0.15 M. La concentración de albúmina en 

la solución se comprueba con un análisis espectrofotométrico a 278 

nm, en el espectro UV; la absorbancia a esta longitud de onda, debe 

ser de 0.66, si este dato no se obtiene es necesario ajusfar la 

concentración. 

3. Las soluciones conteniendo de 10 a 100 pg de estándar de albúmina, 

se pipetean en tubos de 12 x 100 mm y en un volumen de 0.1 mi. El 

volumen en el tubo de prueba también se ajusta a 0.1 mi con solución 

de NaCI 0.15 M. 

4. Se le agregan 5 mi de reactivo, el cual se prepara de la siguiente 

forma: se disuelven 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 en 

50 mi de etanol al 95%. A esta solución se le agregan 100 mi de ácido 

fosfórico al 85% (p/v), la solución resultante se diluye a un volumen 

final de 1 litro. 

5. Se traza una gráfica patrón de proteínas: cantidad de albúmina (eje de 

las abscisas) contra absorbancia obtenida a una longitud de onda de 

595 nm (eje de las ordenadas). 

6. La solución problema se diluye con NaCI 0.15 M. Se pipetea en cada 

tubo un volumen de 0.1 mi de la solución problema en tubos de 



12 x 100 mm, se íe agregan 5 mi de reactivo y se lee a una longitud de 

onda de 595 nm. Se prepara un blanco que contenga 0.1 mi de NaCI 

0.15 M más 5 mi de reactivo. 

7. La absorbancia resultante del problema se interpola a la curva patrón 

y se extrapola de esta al eje de las X para conocer la cantidad de 

proteína contenida en la muestra (13). 

2.13.- FRACCIONAMIENTO DEL ANTÍGENO CRUDO 

Para obtener fracciones del antígeno crudo de filtrado de cultivo, se 

realizó un gel de poliacrilamida de corrimiento al 15% con un gel 

de empaquetamiento del 4% utilizándose para su corrimiento la cámara 

para electroforesis para geles de 20 X 1 6 c m . Protean II xi cell. BIO-

RAD, utilizando un peine grande donde se aplicó el equivalente de 10 

mgs. de AFC de N. brasiliensis de la cepa HUJEG-1 reconstituido con 

700 pl de agua bidestilada y buffer de muestra 4X. Para guiarnos en el 

corte de las bandas se aplicaron 20 pl de proteínas pre-teñidas 

(BenchMark Prestained Protein Ladder de Gibco) en las orillas del gel. 

En esta ocasión, dada la alta concentración de proteínas que 

incrementa la temperatura del buffer y del gel, se utilizó un sistema de 

enfriamiento. Una vez terminado el corrimiento se procedió a 

fragmentar el gel en bandas basándonos en los pesos moleculares de 

los marcadores preteñidos, y los fragmentos de gel se guardaron a -



70°C, para posteriormente realizar electrocución de cada una de las 

fracciones (21). Después se realizó la cuantificación de las proteínas 

de cada una de las fracciones utilizando el método de Bradford. 

2.14.- ELECTROELUCIÓN 

La electroelución se llevo a cabo siguiendo el protocolo desarrollado 

por Isco Electroeluter (49). En resumen, cada fragmento de gel se 

colocó en una cámara ISCO (Lincoln, Nebr.) usando como buffer de 

electroelución 384 mM -Tr is 250 mM y para el interior de la cámara el 

mismo buffer diluido 1:10. Para la diálisis contra PBS se utilizó una 

membrana de diálisis con un limite de corte de 12,000 a 14,000 Da 

(Sigma). La electroelución se realizó a 150 V por 2 hrs. y las proteínas 

fueron recuperadas de la cámara catódica. 

La cantidad de proteína se determinó por el método de Bradford y la 

calidad de las mismas mediante SDS-PAGE en un sistema de minigel 

en condiciones ¡guales a las antes mencionadas (13,55). 

2.15.- SENSIBILIZACIÓN DE LOS ANIMALES 

Se utilizaron cobayos hembra de aproximadamente 120 g de peso 

de la cepa Hartley, los cuales fueron donados por el Dr. Enrique Pinzón 

(UNAM). Los animales se inocularon con 100 pl de una emulsión con 

adyuvante incompleto de Freund de 40 mg de fragmentos de colonias 



preparados con la siguiente técnica: se cultivó N. brasiliensis cepa 

HUJEG-1en BHI por 3 días a 37 °C, se cosecharon por centrifugación y 

se molieron en una licuadora por 2 min., se centrifugaron a 100 g por 5 

min., se retiro el sobrenadante y el sedimento se lavó 2 veces con 

solución salina y el sedimento se centrifugó a 3500 rpm por 20 minutos 

se peso y se ajusto a la cantidad antes mencionada. El primer grupo 

se sensibilizó con N. brasiliensis vía subcutánea, el segundo grupo se 

sensibilizó con solución salina, 6 semanas después se realizaron 

pruebas c utáneas utilizando c orno a ntígeno 1 j j g d e c ada u na d e I as 

fracciones obtenidas y en otros de los cobayos de cada grupo se utilizó 

antígeno crudo no fraccionado en una cantidad de 25, 50 y 75 

microgramos de proteínas, y como control solución salina. 

2.16 DETERMINACIÓN DE LA REACCIÓN DE HIPERSENSIBILIDAD 

TARDÍA. 

Después de 6 semanas, los animales se rasuraron en el lomo y se 

les aplicó intradèrmicamente 0.1 mi de cada fracción que contenía 1 pg 

de proteína. Como control positivo se aplicaron 100 pl de 25, de 50 y 

de 75 pg de proteína del AFC. Como control negativo se aplicaron 100 

pl de solución salina. A las 48 y 72 horas se determinó la presencia de 

eritema e induración en el sitio de cada aplicación de las inyecciones y 

se tomaron muestras de tejido de las zonas de eritema e induración. 



2.17 ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO 

Se realizó biopsia de cada uno de los sitios de piel de las 

intradermoreacciones, previa anestesia con xilocaína, utilizando un 

sacabocados de 4mm de diámetro y se conservaron los especímenes 

en formol para su procesamiento y posterior tinción con H y E. 



3.- RESULTADOS 

3.1. PREPARACIÓN DEL ANTÍGENO DE FILTRADO DE CULTIVO 

(AFC). En el análisis de las proteínas de N. brasiliensis en el medio de 

cultivo RPMI-1640 se detectó una gran cantidad de proteínas de 

excreción en cada una de las diferentes cepas analizadas (Fig. 1 y 2). 

Las proteínas principalmente se localizaron por su peso molecular entre 

las regiones de 66- a 14- kDa. 

3.2.- ANÁLISIS COMPARATIVO DE LAS CEPAS DE N. 

brasiliensis UTILIZADAS. Con el propósito de evaluar diferencias en 

la producción de proteínas con respecto ai tiempo de incubación se 

realizaron cultivos de 9 cepas en dos períodos de incubación, uno de 7 

días y otro de 6 semanas (tabla No. 1) . En la figura 2 se muestra el 

análisis de algunos de los extractos en un gel de SDS-PAGE al 12% 

teñido con plata, no encontrándose diferencia significativa en la 

producción de proteínas en ambos tiempos. 



Fig. 1. Electroforesis de N. brasiliensis HUJEG-1 (25pg) en un gel de 
poliacrilamida-SDS al 12%. A - Gel teñido con plata, carril 1: 25 pg de AFC, 
carril 2: marcadores de peso molecular. B.- Tinción con Coomassíe, carril 1: 
25 pg del AFC, carril 2: marcadores de peso molecular. 



Tabla I. Cepas utilizadas para la obtención de los antígenos de 

filtrado de cultivo 

Cepa Períodos de incubación del 
Cultivo 

(Semanas) 
N. brasiliensis HUJEG-91 1 

N. brasiliensis V-399 1 

N. brasiliensis V-399 6 

N. brasiliensis HUJEG-1 1 

N. brasiliensis HUJEG-1 6 

N. brasiliensis W-120 1 

N. brasiliensis W-120 6 

N. brasiliensis NCTC 10300 1 

N. brasiliensis W-102 1 

N. brasiliensis W-102 6 

N. brasiliensis V-243 6 

N. brasiliensis V-409 6 

N. brasiliensis HUJEG-81 6 



Fig. 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS al 12% de AFC 
de las cepas de N.brasiliensis. Carriles; 1: N. brasiliensis HUJEG-1 (1 
sem). 2: N. brasiliensis HUJEG-1 (6 sem.). 3: N. brasiliensis LIID W-120 
(1 sem.),4.- N. brasiliensis LIID W-120 (6 sem.), 5 - N. brasiliensis 
NCTC 10300 (6 sem.), 6.- N. brasiliensis LIID V-243 (6 sem.), 7.- N. 
brasiliensis LIID V-399 (6 sem). 

3.3.-ENSAYO DE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE LOS AFC 

CON SUEROS DE PACIENTES CON MICETOMA POR N. 

brasiliensis. Con respecto al segundo objetivo que fue el de identificar 

las proteínas inmunodominantes de los antígenos de filtrado de cultivo 



de las diferentes cepas, se realizaron ensayos de Western blot con los 

sueros de 14 pacientes con micetoma causados por N. brasiliensis. 

Se observó que los sueros de los pacientes reconocieron diversas 

bandas de proteínas obtenidas de los filtrados de cultivo de todas las 

cepas evaluadas de N. brasiliensis. Las proteínas reconocidas por 

todos los sueros estuvieron localizadas en las regiones de 60-, 40-, 

28- y 26- kDa ( Fig. 3). 

Al utilizar sueros controles de sujetos sanos encontramos que no 

reconocieron ninguna de estas bandas (Fig.4). Al analizar un mayor 

número de sueros observamos que estos resultados son reproducibles. 

Para el análisis subsecuente de este estudio se realizó la selección 

de la cepa HUJEG-1 de N. brasiliensis en base a que fue la cepa que 

mostró una mayor cantidad de bandas de proteínas en la electroforesis. 

(Fig.2). Posteriormente se analizó la reactividad de esta cepa con 

todos los sueros de pacientes con micetoma, observándose que varias 

proteínas fueron reconocidas por todos los sueros (Fig.3). 
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Fig. 3. Inmunoelectrotranferencia utilizando los AFC 
de las 9 diferentes cepas de N. brasiliensis utilizadas. 
Carriles; 1: N. brasiliensis V-399 2: N. brasiliensis HUJEG-81, 3: N. 
brasiliensis W-120, 4 - N. brasiliensis NCTC 10300 5.- N. brasiliensis 
HUJEG-91, 6.- N. brasiliensis V-243, 7.- N. brasiliensis HUJEG-1, 8.-N. 
brasiliensis W-102, 9.-N. brasiliensis V-409. 
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Fig. 4. Western Blot Control con sueros de individuos sanos. 
Inmunoelectrotranferencia utilizando los AFC de las cepas de N. 
brasiliensis HUJEG-1 con sueros de sujetos sanos. 

3.4.- FRACCIONAMIENTO DEL ANTÍGENO AFC DE LA CEPA N. 

brasiliensis HUJEG-1 

Una vez realizado los ensayos de Western blot y haber logrado el 

segundo objetivo de identificar con esta técnica las proteínas de 

excreción que reaccionan con los sueros de pacientes, se produjo una 

mayor cantidad de antígeno de filtrado de cultivo de la cepa N. 

brasiliensis HUJEG-1. El estudio por electroforesis del antígeno de 

filtrado de cultivo fue fraccionado obteniéndose 12 fracciones las cuales 



se enumeraron de acuerdo a su peso molecular de entre 220- a 10-

kDa. (Ver tabla 2). 

Fracción Peso Molecular aparente 
(kDa) 

1 220-130 

2 130-90 

3 90-70 

4 70-60 

5 60-40 

6 40-30 

7 30-20 

8 20-15 

9 15-10 

10 10 

11 menos 10 

12 menos 10 

Tabla li. Fracciones obtenidas en gel de poliacrilamida. Los 
cortes se realizaron según el peso molecular de marcadores preteñidos 
Protein Ladder Benchmark (Gibco BRL Products) (Fig. derecha) 



En la electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% de cada una de las 

fracciones se pudo corroborar el peso molecular aproximado de cada 

corte de todas las fracciones. (Figuras 5 y 6). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Fig. 5 Electroforesis en un gel de poliacrilamida SDS al 15% 
de las fracciones los AFC de N. brasiiiensis. 
Carril 1.- 25 pg del Antígeno de filtrado de cultivo completo, carril 2: 
fracción 1, carril 3: fracción 2, carril 4: fracción 3, carril 5: fracción 4, 
carril 6: fracción 5, carril 7: fracción 6, carril 8: fracción 7, carril 9: 
fracción 8, carril 10: 25 pg de AFC de Nocardia brasiiiensis. 
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Fig.6 Electroforesis de las fracciones de los AFC de N. brasiliensis 
en un gel de poliacrilamida SDS al 15%. Carril 1.- 25 pg del Antígeno 
de filtrado de cultivo completo, carril 2: fracción 12, carril 3: fracción 11, 
carril 4: fracción 10, carril 5: fracción 9, carril 6: fracción 8, carril 7: 
fracción 7, carril 8; fracción 6, carril 9: fracción 5, carril 10: 25 pg de AFC 
de Nocardia brasiliensis. 

3.5.-CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS POR EL MÉTODO DE 

BRADFORD 

La cuantificación de las proteínas obtenidas en cada fracción 

electroeluída del antígeno de filtrado de cultivo la obtuvimos por medio 

del método de Bradford (13). 



3.6.- ENSAYOS DE HIPERSENSIBILIDAD TARDÍA CON 

INTRADERMOREACCIONES DE ANTÍGENOS DE FILTRADO DE 

CULTIVO DE Nocardia brasiliensis. 

Nuestro tercer objetivo fue determinar las fracciones proteicas que 

secretadas al medio de cultivo inducen una respuesta de 

hipersensibilidad tardía en cobayos previamente sensibilizados con N. 

brasiliensis. 

Del antígeno de filtrado de cultivo, obtuvimos 12 fracciones 

proteicas, las cuales fueron electroeluídas realizándose posteriormente 

intradermoreacciones de estas fracciones en cobayos previamente 

sensibilizados con N. brasiliensis, los resultados obtenidos a las 48 y 

72 hrs. del grado de eritema e induración, fueron los siguientes: 

En el grupo previamente sensibilizados con N. brasiliensis los 

resultados obtenidos con la realización de las pruebas cutáneas fueron 

las siguientes, con la aplicación de 25 pg de AFC crudo se observó 

eritema e induración en un diámetro de 10 mm. 

En la intradermoreacción de 50 pg s e observó en un diámetro de 

eritema e induración de 15 mm. 

Con 75 pg del AFC se observó el mismo diámetro de eritema e 

induración, que con 50 pg. 

Con la inyección control con solución salina, no se observó eritema e 

induración a las 48 y 72 hrs. posterior a las intradermoreacciones. 

Tabla 4 y 5. 



En los cobayos en Jos que se utilizó el AFC fraccionado para las 

intradermoreacciones observamos a las 48 y 72 hrs. los siguientes 

resultados. Con la fracción 1 hubo un desarrollo de eritema e 

induración de 8 mm de diámetro, en las fracciones 2 y 3 las 

consideramos negativas pues no hubo desarrollo de eritema, ni 

induración , una de las fracciones que consideramos positiva fue con la 

fracción 4 pues se observó eritema e induración en un diámetro de 10 

mm de diámetro, en las fracciones 5 y 6 observamos un diámetro de 

eritema e induración de 7 mm de diámetro, en las fracciones 7 y 8 

observamos una respuesta de un diámetro de 5 mm, en la fracción 9 

observamos una induración de 8 mm de diámetro, en la fracción 10 la 

respuesta de 5 mm, en la fracción 11 fue negativa, y en la fracción 12 

se observó solamente 2 mm de eritema e induración. Las respuestas 

reportadas fueron similares en ambos períodos el de 48 y 72 hrs. tablas 

4, 5, 6,7. 

Tabla. III. Reacción de eritema e induración con diferentes 
concentraciones del antígeno de filtrado de cultivo crudo 

Lectura de intradermoreacciones a las 48 y 72 hrs. (Grupo control) 
Antígeno crudo, dosis inyectada Eritema e induración 

(M9) (mm) 

25 

50 

75 

10 

15 

15 



25 50 75 

Antigeno Crudo (iig) 

Tabla IV. Gráfica de intradermoreacciones. Utilizando el antígeno crudo en 
diferentes concentraciones 25, 50 y 75 fjg, se determinó el grado de eritema 
e induración en mm a las 48hrs. 



Tabla V. Lectura de intradermoreacciones a las 48 y 72hrs. 
Realizadas con las diferentes fracciones del antígeno de filtrado 
de cultivo. 

Fracciones Eritema e induración (mm) 
1 8 
2 0 
3 0 
4 10 
5 7 
6 7 
7 5 
8 5 
9 8 
10 5 
11 0 
12 2 



6 7 8 
Fracciones 

9 10 11 12 

Tabla VI. Gráfica de intradermoreacciones. El antígeno crudo 
fraccionado del 1 al 12, se determinó el grado de eritema e induración en mm 
a las 48 hrs. 



Fig. 7. Lectura de Intradermoreacciones. Arriba. Fracciones 1, 2, 
3. Abajo fracciones 4, 5, y 6. Se observa el área de eritema e 
induración en cada una de las fracciones inyectadas. 



/ 
Fig. 8. Lectura de intradermo reacción es. Reacción de eritema e 
induración con ias fracciones inyectadas 7-12 

Fig. 9. Medida de eritema e induración 
de las intradermoreacciones con las fracciones 
7, 8, 9 ,10,11 y 12. 



3.7.-ESTUDIO HISTOP ATO LOGICO 

Las biopsias realizadas de las intradermoreacciones positivas 

con las fracciones 1, 4 y 9 revelaron la presencia de un infiltrado celular 

con abundantes linfocitos y células mononucleares, en el resto de las 

intradermoreacciones realizadas con las fracciones 2,3,5,6,7,10,11 y 12 

se observó un leve infiltrado inflamatorio sin predominio específico del 

algún tipo de célula. 



4. -DISCUSIÓN 

Desde la década de los cuarentas se ha intentado estudiar la 

respuesta inmune humoral y celular de las infecciones actinomicóticas y 

eumicóticas causantes del micetoma, la mayoría de las investigaciones 

se han sido realizado para entender la respuesta inmune humoral, 

empleándose diversos antígenos de eumicetos y de actinomicetos 

aerobios. La investigación inmunológica experimental en los 

actinomicetos causantes de esta enfermedad y los pacientes han 

contribuido al estudio de la fisiopatogenia y el diagnóstico de la 

enfermedad. Salinas y colaboradores identificaron 3 antígenos 

proteicos citoplasmáticos inmunodominantes de 61-, 26- y 24- kDa, 

(46) los cuales reaccionaban específicamente con sueros de pacientes 

con actinomicetoma causados por N. brasiliensis y no reaccionaban con 

sueros de pacientes con tuberculosis o lepra. Estas proteínas fueron 

aisladas y purificadas por Vera-Cabrera y colaboradores (49). Las 

proteínas de 24- y 26-kDa mencionadas anteriormente fueron utilizadas 

como antígenos para detectar anticuerpos en una prueba de ELISA 

desarrollada por Salinas y colaboradores en pacientes con 

actinomicetomas infectados con N. brasiliensis observándose una 

correlación entre los títulos de anticuerpos, el diagnóstico de la 

enfermedad y la respuesta terapéutica con antimicrobianos. En los 



individuos con enfermedad activa los títulos de anticuerpos se 

encontraron elevados, en los curados los niveles de anticuerpos eran 

muy bajos o no detectables (47). En la actualidad esta prueba esta 

disponible en el Departamento de Inmunología de la Facultad de 

Medicina UANL, en Monterrey, para el estudio serológico de infecciones 

causados por N. brasiliensis en los pacientes. 

Kjelstrom y colaboradores, también desarrollaron un panel 

serológico para el reconocimiento de infecciones por Nocardia en 

modelos murinos, utilizando pruebas de ELISA empleando antígenos 

de filtrados de cultivo y extractos citoplasmáticos de N. asteroides 

Estos autores demostraron que un extracto citoplasmàtico era 

altamente sensible para detectar anticuerpos mediante un estudio de 

¡nmunoensayo, sin embargo la especificidad de la reacción era baja, ya 

que cruzaba con sueros de pacientes infectados por micobacterias (23). 

En el proceso de obtención de antígenos de filtrado de cultivo 

de N. asteroides y N. brasiliensis se han utilizado en los últimos 30 

años diversos medios como el de Proskauer y Beck, y el de Sauton, 

con los cuales se han obtenido varios antígenos, no determinándose 

las características antigénicas de sus componentes y tampoco su 

análisis electroforético. Considerando la experiencia previa en el 

laboratorio interdisciplinario de investigación dermatológica (L1DD), de 

que al utilizar estos medios de cultivo se obtenía una baja producción 

de biomasa y por lo tanto una producción muy limitada de proteínas, se 

decidió probar su crecimiento en un medio de cultivo diferente. Este fue 



el RPMI 1640 el cual tiene como ventaja tener en su composición 

moléculas pequeñas de aminoácidos y azúcares. En el caso de otros 

medios de cultivo como el BHI este contiene una gran cantidad de 

peptona lo que podría inducir interferencia al momento de la 

purificación. En el estudio de las proteínas excretadas al filtrado de 

cultivo, utilizando el medio RPMI 1640 observamos una gran 

producción de proteínas excretado al medio. En la literatura revisada 

no encontramos reportes de la utilización de este medio para obtener 

antígenos del filtrado del cultivo. Otra ventaja importante en el empleo 

de este medio fue de que la tasa de crecimiento bacteriana de N. 

brasiliensis tanto en períodos de cultivos de 7 días y en períodos más 

largos fue muy buena, no encontrándose diferencia significativa en la 

cantidad de producción de proteínas. Esto contrasta con lo observado y 

reportado en M. tuberculosis donde se han reportado una diferencia 

cuantitativa en la producción de proteínas de excreción en períodos 

cortos y largos del crecimiento bacteriano (1). 

En relación a la repuesta de hipersensibilidad tardía en 

infecciones por Nocardia, aunque se han hecho múltiples intentos por 

obtener un antígeno específico y reproducible esto aún no se ha 

logrado. Lo reportado en la literatura a partir de los años 40 es 

controversia!. Como se ha podido observar en lo reportado en los 

diferentes trabajos antes mencionados. En sus estudios Almeida y 

Lacaz (16) no encontraron resultados positivos utilizando un filtrado de 



cultivo de N. brasi/iensis por lo que lo descartaron como un 

procedimiento útil en el diagnóstico del micetoma. En relación a N. 

brasiliensis González-Ochoa y Baranda lograron obtener un 

polisacárido con el que observaron reacciones positivas solamente en 

pacientes infectados por N. brasiliensis y reacciones negativas en 

pacientes infectados con microorganismos diferentes, pero encontraron 

que en infecciones experimentales en ratones y conejos con N. 

brasiliensis las reacciones fueron negativas, lo cual no ocurrió en 

nuestro trabajo (16). Bojaill y Magnusson en sus estudios probaron en 

pacientes con micetoma una prueba cutánea obtenida de un precipitado 

con TCA del filtrado de cultivo de N. brasiliensis y de N. asteroides, con 

los que encontraron resultados positivos en las pruebas cutáneas, y 

dieron reacciones cruzadas en los pacientes con tuberculosis y 

animales previamente sensibilizados con M. tuberculosis. En su trabajo 

no se determinó con exactitud el tipo de compuestos antigénicos 

utilizados (10). Por lo que posteriormente utilizaron extractos 

citoplasmáticos observando reacciones cruzadas en animales 

sensibilizados con lepra y/o tuberculosis (35). En todos los estudios 

antes mencionados todavía no se contaba con la tecnología que 

actualmente esta a nuestro alcance, ni se definió el tipo de compuestos 

antigénicos y su peso molecular. 

En nuestra investigación observamos que los antígenos 

obtenidos de filtrado de cultivo fueron reconocidos por los sueros de 

pacientes con actinomicetoma causado por N. brasi/iensis. Es 



importante enfatizar que los antígenos que reaccionaron con mayor 

intensidad y frecuencia fueron las proteínas de un peso molecular de 

60-,40-, 28 -y 26- kDa. 

Con los resultados obtenidos en esta investigación con los 

antígenos de filtrado de cultivo, puede ser posible que algunas de estas 

proteínas pudieran tratarse del mismo tipo que las que fueron 

purificadas por Vera-Cabrera y colaboradores. 

A través de los años y a pesar de los múltiples investigaciones 

sobre sustancias antigénicas que se han realizado con Nocardia no 

contamos en la actualidad con una prueba diagnóstica cutánea 

confiable para coadyuvaren el diagnóstico de estas infecciones, (14,16, 

22, 28, 34, 36,37) como lo es en el caso del PPD que es una 

herramienta importante en el diagnóstico y pronóstico de las infecciones 

por M. tuberculosis. En esta bacteria se conoce que existen antígenos 

específicos obtenidos de filtrados de cultivos que producen una 

reacción cutánea de hipersensibilidad tardía bien definida (7). Es bien 

sabido que los miembros del género Nocardia y Mycobacterium por su 

cercanía filogenética tienen propiedades en común, y se han observado 

en ellos características similares en su morfología, en sus cultivos, en 

su quimiotaxonomia y particularmente sus características serológicas. 

En M. tuberculosis varios de los antígenos que difunden ai medio de 

cultivo inducen una fuerte respuesta inmune celular y son utilizados 

como antígenos. 



En nuestro proyecto evaluamos la respuesta inmune celular 

en cobayos previamente sensibilizados con N. brasiliensis 

observándose que el conjunto de proteínas de filtrado de cultivo 

obtenidas estimulan la respuesta inmune celular cuando utilizamos 50 y 

75 microgramos de las proteínas del antígeno crudo. Al fraccionar estas 

se observó que algunas de ellas estimulan la respuesta inmune celular 

tardía y otras no. En el estudio de pruebas cutáneas de González-

Ochoa en las cuales utilizó antígenos polisacáridos de N. brasiliensis 

las pruebas cutáneas fueron negativas en los animales de 

experimentación, positivos en los pacientes con micetoma. Nos llama la 

atención que el grado de eritema e induración no permanecía por más 

de 24 hrs., a diferencia de nuestro estudio en los cuales la positividad 

permaneció con la misma intensidad a las 72 hrs. post-inyección. Esto 

constituye una evidencia de que las proteínas del filtrado de cultivo de 

N. brasiliensis inducen una respuesta inmune celular. En estudios 

posteriores se podrá determinar si las proteínas de excreción (filtrado de 

cultivo) probadas en las pruebas cutáneas coinciden con las que 

reaccionaron con los sueros de pacientes con actinomicetoma. 

La identificación de las proteínas de excreción que inducen una 

respuesta celular podría ser evaluada en pacientes para determinar su 

reactividad y especificidad en el diagnóstico y evaluación terapéutica de 

los pacientes que padecen esta enfermedad. 

En esta investigación identificamos proteínas que difunden al medio de 

cultivo de N. brasiliensis y se logró implementar un método para su 



producción utilizando el medio de cultivo RPMI 1640. Se demostró que 

no todas las fracciones antigénicas inducen una respuesta de 

hipersensibilidad tardía. 



5.- CONCLUSIONES 

1. Los sueros de los pacientes con actinomicetoma por N. brasiliensis 

identifican proteínas de filtrado de cultivo de pesos moleculares 

relativos de 60-, 40-,26- y 24- kDa. 

2. El filtrado de cultivo de N. brasiliensis es un inductor de 

hipersensibilidad retardada en cobayos previamente sensibilizados 

con N. brasiliensis. 

3. Las fracciones del filtrado de cultivo que tienen mayor capacidad 

inductora de hipersensibilidad retardada son las de peso molecular 

relativo de 220-130-, 70-60-, 15-10- kDa. 



5.1 CONTRIBUCIONES 

Nocardia brasiliensis, es el agente etiológico más común del 

actínomicetoma en México, para lograr el diagnóstico es necesario 

realizar el aislamiento de la bacteria por medio del cultivo, y apoyarnos 

con el de pruebas inmunológicas diagnósticas y de pronóstico para esta 

enfermedad. Sin embargo no existe una prueba cutánea que nos 

ayude en este aspecto, particularmente debido a la falta de ia 

caracterización de antígenos inmunodominantes y específicos de 

Nocardia brasiliensis. 

En el presente trabajo se logró identificar proteínas de 

excreción de N. brasiliensis y comprobar que inducen una respuesta 

inmune humoral y celular en el hospedero. Con los resultados que 

obtuvimos logramos desarrollar un método para la obtención de 

proteínas de excreción de N. brasiliensis al medio de cultivo en mayores 

cantidades, pues en otros medios de cultivo utilizados como el 

Proskauer y Beck, Long, Sauton entre otros, no se había logrado una 

producción importante de esta variedad de antigenos de filtrado de 

cultivo. 

El presente estudio abre la posibilidad de utilizar antígenos de 

filtrado de cultivo para analizar la respuesta inmune celular y humoral 

como método diagnóstico y de evaluación terapéutica. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

AFC Antígenos de filtrado de cultivo 

AIF Adyuvante incompleto de Freund 

ATCC American Type Culture Collection 

8CIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 

cm Centímetros 

ELISA Ensayo inmunoenzimático 

Fig. figura 

°C grado centígrado 

g gramo 

H y E Hematoxilina y eosina 

HCI Ácido clorhídrico 

H2S04 Ácido sulfúrico 

hrs. Horas 

IgG Inmunoglobulina G 

kDa Kilodaltones 

L Litros 

2-ME 2-mercaptoetanol 

pg microgramos 

pl microlitros 

mg miligramos 

mi mililitros 



M molar 

mA miliamperios 

M9 microgramos 

Mi microlitros 

mM milimolar 

mm milímetros 

NaOH hidróxido de sodio 

NaCI cloruro de sodio 

NCTCC National Collection of Type Culture 

nm 

Pág. 

PBS 

PH 

PM 

% p/v 

% v/v 

% / T 

% C 

RPM1 

rpm 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes con dodeciisufato de sodio 

SDS Lauryl Sulfato de Sodio 

nanómetros 

Página 

amortiguador de fosfatos-salina 

potencia) de hidrogeniones 

peso molecular 

porcentaje peso/volumen 

porcentaje volumen/volumen 

porcentaje total de poliacrilamida en el gel 

porcentaje de bisacrilamida en el total de acriiamida 

Roswell Park Memorial Institute 

Revoluciones por minuto 



TCA Acido tricloroacético 

TEMED N,N,N'N-Tetramet¡letilendiamina 

UFC Unidades formadoras de colonias 

U Unidades 

V Voltios 

W Watts 



APENDICE 



APENDICE A 

PREPARACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA 

1.- Electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes 

(SDS-PAGE). 

1.1 Gel de corrimiento al 12% 

Agua Destilada 6.8ml 1.36ml 

Acrilamida-Bis Acrilamida ( 30%T,0.8%w/v) 8ml 1.6ml 

Amortiguador Tris-HCI 3.02M, Ph 8.8 5ml 1ml 

SDS 20% ( p/v ) 0.1 mi 20pl 

Persulfato de Amonio 10% ( p/V ) 0.1ml 20pl 

TEMED 0.010ml 2 pl 

Se utilizó un formador de gradiente (BIO-RAD) el cual se dejó polimerizar 

durante 1 hora colocando agua destilada sobre la superficie del gel formando una 

interfase. 

1.1 Gel de Empaquetamiento al 4% T o 0.125 Molar 

Antes de colocar el gel de empaquetamiento se secó con papel filtro y se colocó 

el peine de teflon con los carriles deseados. 

Agua Destilada 3.075 mi 615 pl 

Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 30%T,0.8w/v) 0.670 mi 134 pl 

Amortiguador Tris-HCI 1M, pH6.8 1.250 mi 250 pl 



SDS 20% (w/v) 

Persulfato de Amonio 10% (p/v) APS 

TEMED 

0.025 mi 

0.025 mi 

5 pl 

5 pl 

5 pl 

1 pl 

Después de polimerizado el gel, se sacó el peine y se lavaron los pozos con agua 

destilada. 

2. - Electroforesis en gel de policriiamida en condiciones desnaturalizantes SDS al 

15%. 

2.1 Geles de Corrimiento al 15% 

Gel grande Gel pequeño 

Agua Destilada 4.8 mi 960 pl 

Amortiguador Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 5.0 mi 1.0 mi 

Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 3 0 % T ) 10 mi 2.0 mi 

Persulfato de Amonio 10% p/v 100 pl 20 pl 

TEMED 10 pl 2 pl 

2.2 Gel Empaquetamiento al 4% T 

Antes de colocar el gel de empaquetamiento se secó con papel filtro y se 

colocó el peine de teflón con los carriles deseados. 

Agua Destilada 3.075 mi 615 pl 

Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 30%T,0.8w/v) 0.670 mi 134 pl 



Amortiguador Tris-HCI 1M, pH6,8 

SDS 20% (w/v) 

Persulfato de Amonio 10% (p/v) APS 

TEMED 

1.250 mi 250 pl 

0.025 mi 5 pl 

0.025 mi 5 pl 

5 pl 1 pl 




