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1.- Objetivos.

1.1 General
Ampliar la vision y el conocimiento de los estudiantes de la carrera QFB
acerca de las actinobacterias del suborden Corynebacterineae destacando

su importancia ambiental e industrial ademas de la clinica.

1.2 Particulares

Proporcionar un panorama actual acerca de la clasificacion taxonémica de

cada uno de los géneros del suborden Corynebacterineae.

Mostrar el panorama ambiental e industrial actual del suborden
Corynebacterineae en contraste con el panorama clinico revisando de

manera general cada uno de los géneros que lo componen.



2.- Metodologia

El trabajo se origind con la busqueda de un tema de interés dentro del &rea de
Microbiologia que fuera de utilidad para alumnos, profesores e investigadores.
Una vez elegido el tema se plantearon los objetivos que dicho tema cubriria y se

estructuroé el trabajo de acuerdo a los puntos por abarcarse.

La busqueda y compilacion de informacion se llevé a cabo mediante el uso de
herramientas bibliogréficas y electronicas, incluyendo libros, bases de datos,
articulos y revisiones. Una vez analizada y sintetizada la informacién obtenida se
inici6 con la redaccién de cada uno de los puntos a cubrir realizando las

discusiones pertinentes de cada punto.



3.- Introduccidén

Generalidades de la clase Actinobacteria

En términos de numero y variedad de especies identificadas, la clase
Actinobacteria representa una de las mas grandes unidades taxondmicas entre los
18 mayores linajes actualmente reconocidos del dominio Bacteria incluyendo 5
subclases y 14 subordenes. Este grupo comprende bacterias Gram positivas con
un alto contenido de guanina y citosina en su DNA que va desde el 51% en
algunas corinebacterias hasta mas del 70% en Streptomyces y Frankia. Una
excepcién a ésto es el genoma del patdgeno obligado Tropheryma whipplei con
menos del 50% en contenido de guanina y citosina (Ventura et al., 2007).

Actinobacteria exhibe una gran variedad de morfologias, desde las cocoides como
es el caso de Micrococcus o las formas cocobacilares en Arthrobacter hasta
bacilos filamentosos como Nocardia spp. 0 con micelios ramificados permanentes
y altamente diferenciados en Streptomyces spp. Algunos géneros presentan
varias caracteristicas de inusual desarrollo como la formacion de micelios aéreos
esporulantes en especies de Streptomyces o el persistente estado de no
replicacion exhibido por ciertas micobacterias (Wayne & Kubica, 1986; Ventura et
al., 2007).

Actinobacteria también exhibe diversas propiedades fisioldégicas y metabolicas de
interés econdmico como la produccion de enzimas extracelulares y la formacion
de una gran variedad de metabolitos secundarios. Notablemente, muchos de esos
metabolitos secundarios son potentes antibiGticos, una caracteristica que ha
convertido a las especies de Streptomyces en los principales organismos
productores de estos compuestos (Berdy, 2005). También establecen distintas
interacciones con otros organismos, actuando como patégenos de seres humanos
y animales (ej. Mycobacterium spp., Nocardia spp., Tropheryma spp.,

Corynebacterium spp. y Propionibacterium spp.) y como mutualistas en el tracto
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gastrointestinal de los mismos (Bifidobacterium spp.). En el suelo compiten con
otros microorganismos (ej. Streptomyces spp.) y en las plantas los encontramos
como mutualistas fijadores de nitrégeno (ej. Frankia spp.) y comensales (€j.
Leifsonia spp.) (Wayne & Kubica, 1986; Ventura et al., 2007).

La clase Actinobacteria esta extensamente distribuida en ecosistemas tanto
terrestres como acuaticos (incluyendo ecosistemas marinos), aunque es
especialmente en el suelo donde juega un papel crucial en el reciclaje de
biomateriales refractarios. (Bousfield, 1978; Chun et al., 1997; Arenskétter et al.,
2004; Stach & Bull, 2005).

Los genomas de la clase Actinobacteria secuenciados hasta el momento
pertenecen a organismos relevantes para los seres humanos y para la veterinaria,
biotecnologia y ecologia, y por la heterogeneidad gendmica observada se asume
gue es un reflejo de la biodiversidad de la clase (Ventura et al., 2007).

Dentro de la clase Actinobacteria se encuentra el suborden Corynebacterineae el
cual se distingue de los demas subdrdenes porque los géneros que incluye (con
algunas excepciones) contienen acidos micolicos los cuales son acidos grasos
aislados por primera vez de Mycobacterium tuberculosis los cuales estan
compuestos de una cadena corta B hidroxilada y una cadena larga o alquil lateral.
Constan de entre 60 y 90 atomos de carbono (Fig. 1), variando el nUmero exacto
dependiendo del género y lo que es por tanto un parametro de identificacién a

nivel de género (Barry et al., 1998).
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Fig. 1. Estructuras representativas de una seleccion de acidos micélicos o. Imagen modificada de
Barry et al. (1998).

Dicho subérden ha sido muy estudiado desde los inicios de la historia de la
humanidad por contener a patdogenos que han sido causantes de grandes
epidemias como lo son la tuberculosis, la Lepra y la difteria pero actualmente es
estudiado no solo por sus patdgenos sino por algunas especies de gran
importancia para la industria y el medio ambiente (Bell et al., 1998; Demain, 2000;
Liebl, 2006; Goodfellow & Maldonado, 2006; Ventura et al., 2007).

El presente trabajo de actualizacion se enfoco en destacar aquellas especies de
relevancia econémica y ambiental asi como, por supuesto, clinica por considerarlo

de interés para la formacion profesional del QFB.

Los géneros reportados hasta el momento en el Centro Nacional para la
Informacion Biotecnolégica (NCBI por sus siglas en inglés, National Center for
Biotechnology Information) son Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia,
Rhodococcus, Gordonia, Tsukamurella, Dietzia, Skermania, Williamsia,
Segniliparus, Millisia, Smaragdicoccus, Hoyosella y Tomitella, sin embargo, los
géneros Hoyosella y Tomitella no seran mencionados por su reciente creacion y
por que la informacion acerca de ellos es muy limitada y sin utilidad actual para el

panorama que se pretendioé abarcar en este trabajo.
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4.1 Corynebacterium

Generalidades

Corynebacterium es un género de bacterias baciliformes que presentan una
morfologia celular irregular (“corineforme”). EI nombre Corynebacterium proviene
del griego corbné (garrote) y bacterion (bastoncillo) debido a la apariencia de los
arreglos celulares de algunas especies que llevan a cabo una instantanea division
binaria donde las células al separarse forman angulos agudos dando la tipica
forma de “V” (Fig. 2; NCBI).

‘ ‘ T u == Eu
Fig. 2. Corynebacterium sp. Observado a través de microscopia electrénica. Imagen modificada de
NCBI (Instituto de Biotecnologia 1, Alemania).

La tincibn de Gram de especies de Corynebacterium muestra bacilos cortos y
medianos Gram positivos con extremos anchos dandoles forma de garrote. Sin
embargo algunas especies difieren de esta clasica morfologia mostrando bacilos

mas largos o delgados con extremos mas abultados (Liebl, 2006).

El género Corynebacterium incluye especies fermentativas y oxidativas asi como
especies que no fermentan ni oxidan. Todas son catalasa positivas y en cuanto a
las especies de relevancia médica e industrial, todas carecen de motilidad. Son
especies quimioheterétrofas, hasta el momento se sabe de doce especies que son

lipofilicas, esto es, que crecen pobremente a temperaturas de 35-37 °C en 24
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horas o0 mas en medios de cultivo estdndar pero muestran un mayor crecimiento
en 48-72 horas en agar sangre de carnero o caldo BHI enriquecidos ambos con
Tween 80 al 0.1-1.0% (aceite hidrogenado poliglicolisado). El lipofilismo
mencionado anteriormente se observdé perfectamente en la especie
Corynebacterium accolens cuando incrementé su crecimiento en presencia de
Staphylococcus aureus, el cual brinda un enriquecimiento exdégeno al medio (von
Graevenitz & Bernard, 2006).

Actualmente existen mas de 50 especies del género Corynebacterium de las
cuales aproximadamente 30 han sido descritas en los Ultimos 10 afios. Muchas
especies del género Corynebacterium son consideradas especies de relevancia
médica por ser patdgenos en humanos, sin embargo, también existen especies
gue son parte de la microbiota normal del ser humano asi como también
patdogenos de plantas y saprofitos, de estas ultimas, hay especies con gran
importancia en biotecnologia por ser productoras de aminoacidos (NCBI).

Filogenia y Taxonomia

La informacion obtenida del secuenciamiento del gen 16S rRNA demostré que el
género Corynebacterium esta mas cercanamente relacionado a géneros que son
acido-alcohol no resistentes, que son parcialmente acido-alcohol resistentes y que
son acido-alcohol resistentes de todo el suborden Corynebacterineae. Toda la
descripcion del género Corynebacterium se basa en el entendimiento y analisis del
secuenciamiento del gen 16S rRNA para taxones con rasgos morfoldgicos,

fenotipicos y quimiotaxonémicos especificos. Estos rasgos incluyen:

1) Contenido de guanina y citosina en el DNA, indicando una amplia diversidad
dentro del género.

2) La pared celular, la cual contiene acido mesodiaminopimélico.

3) Acidos micolicos de cadena corta en la pared celular, llamados

“corinemicolatos” con cadenas desde 22 hasta 36 carbonos excepto en
12



Corynebacterium amycolatum y Corynebacterium kroppenstedtii. La pared
celular de las especies del género Corynebacterium también contiene
arabinosa y galactosa.

4) Acidos grasos celulares de cadenas rectas saturadas e insaturadas con
volimenes significativos de &cidos palmitico (C16:0), oleico (18:1 cis-9) y
estearico (C18:0) como los principales acidos tuberculoestearicos de los
acidos grasos celulares que pueden encontrarse en pequefios volimenes en
especies lipofilicas pero también en especies no lipofilicas como
Corynebacterium minutissimum y Corynebacterium confusum. Ademas un
gran volumen de C16:1 cis-7 se encuentra Unicamente en Corynebacterium
diphtheriae, Corynebacterium ulcerans y Corynebacterium pseudotuberculosis
por lo que podria ser atii como una menaquinona dihidrogenada de rapida
identificacion con ocho y/o nueve unidades de isopreno. Las uniones lipidicas
no covalentes juegan un papel clave en la formacion de la permeabilidad y en
el plano de fractura durante la division binaria como se menciona mas
adelante dentro de caracteristicas de la pared celular (von Graevenitz &
Bernard, 2006).

Caracteristicas de la pared celular

El péptidoglicano de la pared celular esta directamente reticulado al acido meso-
diaminopimélico. Un arabinogalactano, el cual esta parcialmente esterificado por
los acidos micalicos, esta covalentemente unido al péptidoglicano. Los segmentos
de arabinano y galactano del arabinogalactano de Corynebacterium también
contienen cantidades significativas de sustituyentes de manosa y glucosa.
Adicionalmente hay glicanos de alto y bajo peso molecular, arabinomananos,
lipoglicanos y proteinas de superficie en la pared celular de Corynebacterium
(Liebl, 20086).

Existen estudios biol6gicos, bioquimicos y ultraestructurales que muestran que la

estructura y funcibn de la pared celular de Corynebacterium y géneros
13



relacionados tiene un gran parecido a la envoltura celular de las bacterias Gram
negativas a pesar de que los detalles moleculares sean notablemente distintos.
Normalmente las bacterias Gram negativas se caracterizan por poseer una
membrana externa que es una bicapa lipidica compuesta por fosfolipidos y
lipopolisacaridos. En Corynebacterium y géneros relacionados parece que los
acidos micdlicos unidos covalentemente junto con los micolatos libres
(dicorinemicolatos de trehalosa y monocorinemicolatos de trehalosa) vy
fosfolipidos, forman una especie de membrana externa que funciona como barrera

de difusion (Figs. 3 ay b).

La evidencia de que dicha barrera pudiese representar una bicapa lipidica se
obtuvo a partir de técnicas de microscopia electronica de criofractura que
revelaron un plano de fractura dentro de la pared celular de corinebacterias
conteniendo corinemicolatos. Por otro lado, en el caso de Corynebacterium
amycolatum y Corynebacterium kroppenstedtii que carecen de corinemicolatos, el
plano de fractura se observa Unicamente dentro de la membrana plasmatica. Las
bacterias mutantes con deficiencias en componentes de las proteinas involucradas
en el metabolismo lipidico extracitoplasmico, expusieron un decremento en su
contenido de micolatos y alteraciones en la permeabilidad de la pared celular, lo
cual indica el papel tan importante de los acidos micolicos en la especie de
membrana externa formada. La hipotesis de la bicapa como membrana externa en
Corynebacterium debe considerar un mecanismo de transporte especifico para
solutos hidrofilicos como canales en la pared celular que atraviesan la capa con
acidos micélicos que transportan solutos hidrofilicos, algo que también se ha
observado en otros géneros del mismo suborden, como Mycobacterium. Ademas
se sabe que Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia y géneros relacionados
poseen porinas las cuales a diferencia de las tipicas porinas triméricas en la
membrana externa de las bacterias Gram negativas, las porinas de dichos
géneros son péptidos de bajo peso molecular que pueden formar canales iGnicos
permeables (Puech et al. 2001; Liebl, 2006).

14
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Fig. 3a y 3b. La fig. 3a muestra el modelo hipotético de la envoltura celular de Corynebacterium y géneros relacionados descrito por Puech et al.
(2001) basado principalmente en especies de Corynebacterium y Mycobacterium. La naturaleza de la bicapa de la membrana externa y la
organizacion representada de las porinas abarcando todas las capas de la envoltura celular es especulativa. En la fig. 3b se observa la envoltura
celular mostrando sus componentes mas importantes segin Saier (2008). Se menciona anteriormente que en el 2001 la organizacion de las
porinas a través de todas las capas era especulativa. Actualmente se sabe que dichas porinas solo atraviesan la membrana externa sin traspasar
la pared celular (ver texto). Figura 3a modificada de Puech et al. (2001); Figura 3b modificada de Saier (2008).



Recientemente se determiné que las porinas del género Corynebacterium y
géneros relacionados atraviesan solo la membrana externa y no también la pared
celular como se creia antes (Saier, 2008). Todos estos hallazgos acerca de la
pared celular de Corynebacterium tienen grandes implicaciones en el estudio de
este género incluyendo la absorcion y excrecion de solutos, las propiedades de
superficie, la susceptibilidad a antibiéticos asi como la explicaciéon de la

relativamente baja secrecion de proteinas (Liebl, 2006; Saier, 2008).

Habitat

Las especies del género Corynebacterium estan ampliamente distribuidas en la
naturaleza y se han aislado de seres humanos como biota habitual y como
patdgenos, asi como también se ha encontrado en animales, plantas, en el suelo e
incluso en ambientes acuaticos (Bousfield, 1978; Collins et al. 2004; von
Graevenitz & Bernard, 2006; NCBI)

Patogenia

Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium ulcerans y Corynebacterium
pseudotuberculosis son especies con la capacidad de producir exotoxinas
clasificadas como factores de virulencia. Existen cientos de articulos y resefas
actuales en la base de datos de PubMed acerca de la toxina diftérica.
Basicamente los blancos de la toxina son el corazon (miocardio) y tejido nervioso.
La toxina diftérica es una proteina que pesa 58-kDa y esta conformada por 535
aminoacidos; consta de 3 dominios cuya secuencia se conoce (Fig. 4; von
Graevenitz & Bernard, 2006):

1) Dominio A N-terminal. Es responsable de la ribosilaciéon del

adenosindifosfato (ADP) del factor de elongacion EF-2.
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2) Dominio T central. Es responsable de la insercion de la DT en
membranas a pH acido, asi como de la formacion de canales y de la
translocacion del dominio C a través de la membrana del endosoma al
citoplasma.

3) Dominio B C-terminal. Es responsable de la unién de la toxina diftérica a

su receptor en la célula.

Fig. 4. Estructura cristalografica de la toxina diftérica. Imagen modificada de
http://textbookofbacteriology.net/themicrobialworld/diphtheria.html  (University of  Wisconsin-
Madison, Department of Bacteriology).

La toxina diftérica consta de las subunidades A (correspondiente al dominio A) y B
(correspondiente a los dominios T y B) las cuales permanecen unidas por un
puente disulfuro. Luego de la unién a la célula prosigue el proceso de endocitosis
regulado por receptores. El pH acido induce un cambio conformacional en la
toxina diftérica lo cual permite al dominio T central insertarse en las membranas y
formar un canal por el cual se lleva a cabo la translocaciéon de la subunidad A a

través de la membrana del endosoma al citoplasma. Una vez que la subunidad A
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se vuelve enziméticamente activa luego de la reduccion del puente disulfuro, se
cataliza la transferencia de ADP-ribosa de nicotinamida adenina dinucle6tido
(NAD) a EF-2 lo que inactiva a este ultimo e inhibe la sintesis de proteinas
evitando la elongacion de las cadenas en el ribosoma (Fig. 5; Collier, 2001).

Unién al
receptor

Monémero
dela DT

Fig. 5. Mecanismo de accion de la toxina diftérica. Imagen modificada de
http://textbookofbacteriology.net/themicrobialworld/diphtheria.ntml ~ (University = of  Wisconsin-
Madison, Department of Bacteriology).
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La toxina diftérica inhibe la sintesis de proteinas en extractos celulares de todas
las especies animales pero es toxica solo en ciertos mamiferos probablemente por
la presencia de receptores con alta afinidad a la toxina. La toxina diftérica es
sintetizada por cepas que son lisogénicas al bacteriéfago B el cual contiene al gen
estructural tox. De este modo, la toxigenicidad estd determinada por la conversion
lisogénica, y la determinante tox del corinéfago B es el gen estructural de la toxina
diftérica. Las cepas que no son toxigénicas no tienen secuencias relacionadas a
tox que sean detectables o si las contienen por una posible mutacion, no codifican
para una toxina diftérica funcional. Todos los corinéfagos relacionados con tox
(excepto el fago 6) incluyendo a los mutantes, poseen una enorme homologia y
tienen patrones similares de polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP por sus siglas en inglés, Restriction Fragment Length
Polymorphism) con el fago . Existen dos sitios (attB 1 y attB 2) localizados en la
bacteria donde se une el profago 3 con su sitio de union attP en el cromosoma. El
gen tox esta localizado adyacente a dicho sitio. Una recombinacion especifica
entre los sitios de union attP y attB también puede ocurrir en Corynebacterium
ulcerans y Corynebacterium pseudotuberculosis, lo cual produce después la toxina

diftérica (von Graevenitz & Bernard, 2006).

Existe una segunda toxina que solamente se ha reportado en Corynebacterium
ulcerans y Corynebacterium pseudotuberculosis. Esta toxina, la fosfolipasa D
(PLD por sus siglas en inglés, Phospholipase D), hidroliza las esfingomielinas de
las membranas celulares en mamiferos. Los genes y los productos de ambas
especies mencionadas muestran un 80% de homologia entre sus secuencias de
DNA y un 87% de homologia entre sus secuencias de aminoacidos

respectivamente (von Graevenitz & Bernard, 2006).

Entre otros factores de virulencia encontrados en Corynebacterium diphtheriae se
destacan principalmente adhesinas como las hemaglutininas; hidrofobinas,

residuos de azlcares y enzimas con actividad trans-sialidasa, éstas ultimas son
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enzimas que hidrolizan los residuos de &cido sidlico de los glicoconjugados
(glicoproteinas, glicopéptidos, péptidoglucanos, glicolipidos y lipopolisacaridos
(von Graevenitz & Bernard, 2006).

e Enfermedad

La difteria es la enfermedad producida por la toxina diftérica. Los sintomas de la
difteria se producen habitualmente tras un periodo de incubacion de 1 a 5 dias. La
enfermedad evoluciona de forma relativamente lenta y se caracteriza por fiebre
moderada y faringitis exudativa leve. En los casos graves, se forman
gradualmente en la garganta las llamadas pseudomembranas, reconocibles por su
apariencia tipica asimétrica de color blanco grisaceo con fuerte adherencia al
tejido subyacente. Estas pseudomembranas pueden extenderse a la cavidad nasal
y la laringe, obstruyendo las vias respiratorias. La difteria laringea, que se produce
en ocasiones incluso sin afectacion de la faringe, es una urgencia médica que con
frecuencia exige practicar una traqueotomia (Fig. 6). La exotoxina absorbida a
partir de las lesiones de la mucosa o cutaneas puede provocar dafios toxicoldgicos

en 6rganos como el miocardio, los rifiones y el sistema nervioso.

Fig. 6. Tipica pseudomembrana en la garganta de un paciente con difteria. Imagen tomada de
http://epidemiologiaescobar.blogspot.com/2010/07/difteria-cie-10-a36-epidemiologiaescoba.html
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En la mayoria de los casos, la transmision de Corynebacterium diphtheriae a
personas vulnerables no las hace enfermar sino que ocasiona una infeccion
faringea pasajera que los convierte en portadores de la bacteria. La contaminacién
de lesiones cutaneas puede ocasionar difteria cutanea; en ocasiones, también
puede afectar a mucosas que no pertenecen al aparato respiratorio. Las lesiones
cutaneas y de las mucosas son importantes fuentes de infeccion y pueden

ocasionalmente generar difteria sistémica (MacGregor, 2000).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define las siguientes manifestaciones
clinicas de la enfermedad, en orden creciente de riesgo de enfermedad sistémica

inducida por la toxina:

i) Forma catarral (eritema de la faringe, sin membranas)

i) Forma folicular (manchas de exudados sobre la faringe y las amigdalas)

iii) Forma extendida (amigdalas y faringe posterior recubiertas por membranas)
iv)  Forma combinada (con afectacion de mas de un lugar anatémico, por

ejemplo garganta y piel)
e Epidemiologia

Se han descrito epidemias de difteria devastadoras que han afectado
principalmente a los nifios en muchos paises a lo largo de la historia. En paises
endémicos, la difteria se manifiesta, en la mayoria de las ocasiones, en casos
esporadicos o en pequefios brotes epidémicos. Aunque la mayoria de las
infecciones son asintomaticas o su evolucion clinica es relativamente leve,
muchos enfermos sufren obstruccion de las vias respiratorias causada por
laringitis diftérica o miocarditis toxica y se han notificado tasas de letalidad altas
(>10%) incluso en brotes recientes. Durante la gran epidemia de difteria que se
produjo en Europa y los Estados Unidos en la década de 1880, se alcanzaron

tasas de letalidad de hasta el 50% en algunas zonas. Durante la primera guerra
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mundial, las tasas de letalidad habian disminuido en Europa hasta alrededor del
15% principalmente debido al tratamiento comin con antitoxinas. También durante
la segunda guerra mundial asolaron Europa epidemias de difteria que ocasionaron
alrededor de 1 millén de casos y 50 000 muertes en 1943. Se calcula que antes de
la década de 1980, en que el toxoide diftérico llegd a ser facilmente accesible, se
producian cada afio en los paises en desarrollo alrededor de 1 millén de casos de
difteria, con entre 50 000 y 60 000 fallecimientos anuales. Incluso en afos
recientes, se han notificado tasas de letalidad superiores al 10% en zonas
endémicas (CDC; OMS).

Las vacunas contra la difteria se basan en el toxoide diftérico, una toxina
bacteriana modificada que induce la formacion de una antitoxina protectora por la
respuesta inmunologica del huésped. El toxoide diftérico combinado con vacunas
contra el tétanos y la tosferina (DTP) ha formado parte del Programa Ampliado de
Inmunizacion (PAI) de la OMS desde su concepcion en 1974, Durante el periodo
1980-2000, el numero de casos de difteria notificados se redujo en mas de un
90% (Fig. 7). La duracion media de la proteccion inducida tras la serie de
vacunacion primaria es de alrededor de 10 afios. La inmunidad protectora puede
reforzarse mediante la exposicion a cepas circulantes de Corynebacterium
diphtheriae toxigénica. En situaciones en las que no se produce un refuerzo
natural, es preciso administrar dosis de refuerzo del toxoide diftérico después del
periodo de lactancia y la edad de escolarizacion primaria para mantener la
inmunidad protectora (CDC; OMS).

El ser humano es el Unico hospedador natural de Corynebacterium diphtheriae. La
transmision se produce Unicamente por medio de pequefias gotitas de saliva y por
contacto fisico cercano. La difteria cutanea, muy contagiosa, es comun en algunas
zonas de los tropicos. En climas templados, la mayoria de los casos se producen
durante la estacion fria, mientras que en los climas calidos la transmisién tiene

lugar durante todo el afio.
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Fig. 7. Casos anuales reportados de difteria y cobertura de la DTP entre 1980-2008. Fuente: OMS

La difteria contina siendo un problema significativo de salud infantil, sobre todo
afectando a nifios en edad preescolar y escolar en paises con una cobertura
deficiente del PAI y por consiguiente de la DTP (Khan et al., 2007; OMS) (Fig. 8).

© %
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[__] 80-89% (37 countres or 16%)

193 WHO Membar States. Dabe of shde: 24 Jaly 2009 I >=90% (720 countries or 629%)

Sowres: WHOUNRICEF covenige estamuntes 19802008, Suly 2009

Fig. 8. Cobertura de la DTP en la poblacion mundial de nifios en el afio 2008. Fuente: OMS
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En los paises con una cobertura alta del PAI y escaso refuerzo natural, como la
mayoria de los paises industrializados, una gran proporcion de la poblaciéon adulta
se hace gradualmente vulnerable a la difteria al disminuir progresivamente su
inmunidad a la enfermedad (Khan et al., 2007; OMS).

Importancia del secuenciamiento de especies del género Corynebacterium e

importancia en la industria

Actualmente se han secuenciado los genomas completos de 8 especies de
Corynebacterium: Corynebacterium aurimucosum, Corynebacterium diphteriae,
Corynebacterium efficiens, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium
jeikeium, Corynebacterium kroppenstedtii, Corynebacterium pseudotuberculosis y
Corynebacterium urealyticum incluyendo los plasmidos de éstas y otras especies
como por ejemplo de Corynebacterium callunae, Corynebacterium casei,
Corynebacterium renale, Corynebacterium resistens y Corynebacterium striatum
(Tabla 1; NCBI).

Se han detectado plasmidos tanto en cepas de interés clinico como en las de
interés industrial. Ademas de algunos plasmidos que confieren resistencia a
antibidticos, la mayoria de los plasmidos conocidos de Corynebacterium son
cripticos (se desconoce su funcion). Sin embargo, una gran cantidad de vectores
de clonacion para la produccion de aminoacidos estan construidos con base en
dichos plasmidos. Con respecto a los plasmidos hallados en patégenos, en 6
cepas epidémicas de Corynebacterium diphtheriae resistentes a clindamicina y
eritromicina, se encontré un unico plasmido que contiene al gen ermCd el cual
codifica para una rRNA metilasa que confiere dicha resistencia. En otras cepas se
han encontrado plasmidos asociados a sustancias bactericidas o que
proporcionan resistencia a otros antibiéticos (Liebl, 2006; von Graevenitz &
Bernard, 2006).
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Tabla 1. Genomas completos secuenciados de especies del género Corynebacterium con sus respectivos plasmidos. ! Especies de importancia
clinica. 2 Especies de importancia industrial. % Unica especie con genoma secuenciado sin acidos micolicos del género Corynebacterium. Fuente:

NCBI. * Se hace mencién ya que las especies del género Streptomyces cuentan con genomas y plasmidos lineares.

Cepay plasmido Fecha secuenciacion (completos) Tamaiio (Kbp) Tipo de genoma* Contenido GC
'C. aurimucosum ATCC 700975 27-abr-09 2800 Circular 60.00%
pET44827 (plasmido) 4-jun-08 29,037 Circular 53.00%
'C. diphteriae NCTC 13129 6-nov-01 2488,63 Circular 53.00%
’C. efficiens YS-314 15-nov-02 3147,09 Circular 63.00%
pCE3 (plasmido) 1-oct-02 48,672 Circular 56.00%
pCE2 (plasmido) 1-oct-02 23,743 Circular 54.00%
’C. glutamicum ATCC 13032 12-mar-01 3300 Circular 53.00%
’C. glutamicum ATCC 13032 23-ene-04 3300 Circular 53.00%
’C. glutamicum R 17-abr-07 3300 Circular 54.00%
pCGR1(plasmido) 17-abr-07 49,12 Circular 53.00%
!C. jeikeium K411 27-jun-05 2462,5 Circular 61.00%
pKW4 (plasmido) 22-ago-01 14,3239 Circular 53.00%
3C. kroppenstedtii DSM 44385 19-may-09 2446,8 Circular 57.00%
c. pseudotuberculosis 19-jul-10 2,337,913 Circular 52.00%
!C. urealyticum DSM 7109 1-abr-08 2369,22 Circular 64.00%
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Algunas especies del género Corynebacterium, pero sobre todo Corynebacterium
glutamicum, se emplean de forma industrial para la produccion de aminoacidos
(Demain, 2000). El secuenciamiento de todo el genoma de Corynebacterium
glutamicum junto con el secuenciamiento de otras especies del género otorga
amplias ventajas para el estudio de regiones gendmicas especificas que
pudieran estar involucradas con la regulacion de sitios de produccion de

metabolitos de interés.

Una comparacion que ha sido de gran utilidad es la que se ha hecho con respecto
al genoma de Corynebacterium efficiens contra el de Corynebacterium glutamicum
pues ambos genomas difieren en su contenido de guanina y citosina por alrededor
del 10% (Tabla 1) a pesar de que las secuencias codificantes para proteinas y el
orden de los genes esta altamente conservado. Esta presion evolutiva hacia un
alto contenido de guanina y citosina ha revelado eficazmente los verdaderos
origenes de los genes asi como sitios de unién reguladores y promotores
(Wendisch et al., 2006).

El genoma de Corynebacterium glutamicum es un cromosoma circular de
3 282 708 pares de bases. Varias regiones de composicion inusual sugieren que
posiblemente dichas regiones fueron adquiridas por transferencia horizontal de
genes. Por ejemplo, se hallaron segmentos de DNA de Corynebacterium
diphtheriae asi como la region de un profago. Se identificaron en total 3002 genes
gue codifican para proteinas, de los cuales 2489 fueron asociados por homologias
a proteinas conocidas. Ademas la secuencia fue utilizada para reconstruir el flujo
metabodlico de carbono hacia productos de importancia industrial derivados del
aminoéacido L-aspartato como lo son: D-acido pantoténico, L-valina, L-metionina,
L-isoleucina, L-treoninay L-lisina. El nombre de Corynebacterium glutamicum se
debe a su capacidad metabdlica para la produccién de &cido glutamico en
cantidades importantes. Por todos los productos anteriormente mencionados,
Corynebacteium glutamicum es actualmente imprescindible en la industria

alimentaria y ademas otras especies relacionadas, como por ejemplo
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Corynebacterium efficiens, son un importante objeto de estudio por ser especies
tan metabdlicamente activas (Fig. 9; Demain, 2000; Kalinowski et al., 2003; NCBI).

C. glutamicum
ATCC 13032

pe  gep gnd
gapA pgk tpi ppe
tht tal zwf opeA pgl

Fig. 9. Mapa genémico de C. glutamicum. Todos los genes predichos que constituyen las rutas de
biosintesis de glucosa a L-lisina fueron colocados alrededor del genoma. Los colores indican las
funciones del gen como es descrito en el sitio web de donde fue tomada la imagen:
http://gib.genes.nig.ac.jp/single/index.php?spid=Cglu_ATCC13032
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4.2 Mycobacterium

Generalidades

Las especies del género Mycobacterium son bacterias aerobias acido-alcohol
resistentes que usualmente forman bacilos rectos o ligeramente curvos que
carecen de motilidad. El crecimiento en forma de micelios y las ramificaciones
pueden llevarse a cabo con fragmentacion en elementos bacilares y cocoidales,
ademas, no esporulan y no tienen capsula. Muchas especies forman colonias
blanquecinas o de colores crema aunque también existen especies que forman
colonias brillantes amarillas o anaranjadas que contienen pigmentos carotenoides.
En algunos casos los pigmentos solo se forman en respuesta a la luz, lo que les
da el término de “especies fotocromogenas”, pero también pueden formar dichos
pigmentos en la oscuridad (“especies escotocromégenas”). El contenido de
guanina-citocina del DNA de este género oscila entre 66 y 71% (Fig.10; David,
1984; Wayne & Kubica, 1986).

Fig. 10. Mycobacterium tuberculosis. Observado a través de microscopia electrénica. Imagen
modificada de NCBI (CDC).
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Una de las bases taxonOmicas del género Mycobacterium es su division en dos

grandes grupos con base en su velocidad de crecimiento:

a) Especies de crecimiento rapido [menos de 7 dias] y
b) crecimiento lento [més de siete dias]).

Varias especies de crecimiento lento estdn asociadas o son causantes de
enfermedades en seres humanos y animales a diferencia de varias especies de
rapido crecimiento que se consideran como “no patégenos” y que en ambientes
naturales son sapréfitas lo que hace a este grupo menos importante desde el
punto de vista clinico contra aquellas de lento crecimiento (Fig. 11; Hartmans et
al., 2006; Saviola & Bishai, 2006).

Actualmente existen mas de 110 especies asignadas al género Mycobacterium de
las cuales 52 ya habian sido descritas desde 1983. Entre 1984 y 1991 fueron
descritas soOlo 6 especies mas y entre 1992 y 2003 fueron descritas 4 especies
mas por afo. Desde 2004 a la fecha se han sumado a la lista mas de 12 nuevas
especies. A pesar de la gran variedad de especies que existen dentro de este
género, existen pocas especies relevantes para la industria en comparacion con la
relevancia clinica de Mycobacterium por sus especies patdégenas, que a lo largo
de la historia han cobrado la vida de millones de seres humanos como se
menciona un poco mas adelante (ver Epidemiologia; Hartmans et al., 2006; NCBI).
En este sentido, Mycobacterium tuberculosis es el agente infeccioso bacteriano

gue mas vidas ha cobrado en la historia de la humanidad (Cole et al., 2004).
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Especies

Representativas +  Cluster  Grupo
M. tuberculosis 1
M. kansasii
M. simiae A
M. intermedius -
M. xenopii 3
M. cookii
M. holsaticum
M. terrae | 4
M. fallax |
M. neocaurum
M. hodleri -
M. fortuitum
o M. aurum
B 3
M. phlei
M. smegmatis 4
S M. novocastrense

M. brumae

Fig. 11. Esquema grafico del andlisis de las secuencias del gen 16S rRNA de especies de crecimiento lento del
género Mycobacterium. Los tridngulos rojos representan a las especies de crecimiento lento que contienen una
hélice larga entre las posiciones 451 y 482; el triangulo amarillo representa a las especies de crecimiento lento
gue contienen una hélice corta a partir de la posicion 451; los tridngulos grises representan a las especies de
crecimiento rapido. Imagen modificada de Hartmans et al., 2006.

Filogenia y Taxonomia

La relacion tan intima que existe entre todas las especies del género
Mycobacterium y el hecho de que las especies de crecimiento lento posean una
sola copia del operdn rrm hacen que el gen 16S rRNA sea el blanco ideal para

emplearse en la diferenciacibn de especies. Muchas especies pueden
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diferenciarse con base en el secuenciamiento del tramo entre las posiciones 175y
238. Para las especies que no pueden ser distinguidas con base en el
secuenciamiento del gen 16S rRNA, se han empleado otros genes conservados
como el gen de la gyrB, hsp65 y el rpoB. La presencia de diferencias en las
secuencias de otros genes se ha empleado satisfactoriamente para diferenciar a
especies altamente relacionadas como Mycobacterium tuberculosis vy
Mycobacterium bovis que son parte del complejo “Mycobacteriumm tuberculosis”.
Desde 1990 han aparecido reportes acerca de la filogenia de las especies de
rapido y lento crecimiento siendo de suma relevancia el hecho de que las especies
de crecimiento lento y sobre todo aquellas de interés clinico evolucionaron de las
especies de rapido crecimiento.

La distincion gendmica entre los dos grupos anteriormente mencionados fue
respaldada por una secuencia particular: la mayoria de las cepas de crecimiento
lento contienen un inserto, es decir, una hélice larga entre las posiciones de los
nucleotidos 451 y 482 del gen 16S rRNA mientras que las de crecimiento rapido
contienen uUnicamente una hélice corta, sin embargo, algunas especies de
crecimiento lento como Mycobacterium simiae y Mycobacterium triviale, carecen
de la hélice larga, de esa manera mostrando la firma de sus ancestros de

crecimiento rapido (Hartmans et al., 2006).

Los arboles filogenéticos del género Mycobacterium (Figs. 12-14) no han
cambiado de manera significativa en los Ultimos afos, esto es, que las especies
de crecimiento rapido se encuentran profundamente ramificadas (Fig. 11, “cluster”
B) y son ancestros de las especies de crecimiento lento (Fig. 11, “cluster” A), sin
embargo, cabe mencionar que los puntos donde las especies ramifican unas de
otras, no es fijo y podria cambiar dentro del grupo al que pertenecen cuando

nuevas secuencias se afiadan a la base de datos (Hartmans et al., 2006).
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M. ulcerans
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e A M. avium subsp. paratuberculosis
a M. chimaerae
M. intracellulare
M. bohemicum
M. nebraskense
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M. kansasii
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M. szulgai
M. haemaophilum
M. leprae
— M. scrofulaceum
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M. gordonae
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_L— M. parmense
M. kubicae

M. genavense
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97 M. simiae

M. lentiflavum
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M. saskatchewanense

79 =
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Fig. 12. Arbol filogenético basado en el
secuenciamiento del gen 16S rRNA gue muestra la
posicién de las especies de crecimiento lento del
género Mycobacterium. Hartmans et al., 2006.
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"E M. parascrofulaceum .
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M. chitae
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M. cananiasense =
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Fig. 13. Arbol filogenético basado en el
secuenciamiento del gen 16S rRNA que muestra la
posicion de especies del género Mycobacterium y la
evolucion de especies de crecimiento lento (en letras
rojas) de sus ancestros de crecimiento rapido (en
letras azules). Hartmans et al., 2006.
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Fig. 14. Arbol filogenético basado en el secuenciamiento del gen 16S rRNA que muestra la posicién de las especies de
crecimiento rapido del género Mycobacterium (en letras azules). En letras rojas se nombran las especies de crecimiento
lento que filogenéticamente se agrupan con las de crecimiento rapido Hartmans et al., 2006.
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«* Micobacterias de lento crecimiento

La gran mayoria de las especies de crecimiento lento forman 3 grupos con gran
afinidad intragrupal. ElI grupo Al contiene a los conocidos patégenos
Mycobacterium  tuberculosis, = Mycobacterium  ulcerans,  Mycobacterium
intracellulare y Mycobacterium leprae asi como especies relacionadas (Fig. 12).
Estos organismos se caracterizan por la hélice larga del gen 16S rRNA

mencionada anteriormente.

Los miembros del grupo A2, incluidos Mycobacterium simiae, Mycobacterium
gevanense y especies relacionadas, carecen de inserto (hélice larga). El grupo A3,
visto desde un punto de vista evolutivo, es muy interesante pues une a especies
de crecimiento lento sin el inserto caracteristico (Mycobacterium shimoidei y
Mycobacterium triviale) con los otros miembros de este grupo que carecen
también del inserto mencionado (Fig. 13). El cuarto grupo de las especies de
crecimiento lento (denominado grupo A4) posee una posicion distintamente aparte
pues sus tres especies (Mycobacterium nonchromogenicum, Mycobacterium
hiberniae y Mycobacterium terrae) se agrupan muy cerca de algunas especies de
crecimiento rapido (grupo B1l). En este sentido, dos especies, Mycobacterium
doricum y Mycobacterium tusciae, estan definidas como especies de crecimiento
lento pero se agrupan dentro de las especies de rapido crecimiento (Fig. 14;
Hartmans et al., 2006).

% Micobacterias de rapido crecimiento

Estas especies forman cuatro grupos filogenéticos de los cuales tres (junto con
dos linajes individuales definidos por Mycobacterium novocastrense vy
Mycobacterium brumae) se localizan en la raiz del arbol del género (Figs. 11y 14).
La estructura interna permite definir a cuatro grupos (B1-B4) de los cuales
Unicamente el grupo B4 esta notablemente separado de los deméas. Dentro del
grupo B3, las tres especies Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae y
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Mycobacterium immunogenum se localizan en la punta de una ramificacibn mas
larga lo cual puede indicar que estos organismos estén sometidos a un ritmo de
evolucién distinto. Es de gran interés que las especies Mycobacterium chitae y
Mycobacterium fallax (grupo B1) asi como Mycobacterium holsaticum muestran
estar mas intimamente relacionados con especies de crecimiento lento y por lo
tanto podrian servir de “puente evolutivo” entre especies de crecimiento rapido y
lento. Varias especies de crecimiento rapido han sido aisladas del medio ambiente
y algunas estan involucradas en la degradacion de hidrocarburos policiclicos
aromaticos como por ejemplo Mycobacterium vanbaalenii, Mycobacterium hodleri
y Mycobacterium frederickbergense; adicionalmente, Mycobacterium
chlorophenolicum degrada pentaclorofenol. Especies aisladas de heridas
infectadas como el caso de Mycobacterium goodie y Mycobacterium wolinskyi son
controversiales ya que su papel como patdgenos no ha sido estudiado
exhaustivamente, sin embargo, la patogenicidad de otras especies de crecimiento
rapido ha sido reportada, asi como la de los miembros del grupo B3, es decir,

Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium septicum (Hartmans et al., 2006).

Caracteristicas de la pared celular

La pared celular del género Mycobacterium es una de las mas complejas que se
conocen y que contribuye en gran parte a la enfermedad conocida como
Tuberculosis. La pared consiste de una capa interna y una capa externa que rodea
a la membrana plasmatica con numerosas moléculas adheridas a éstas. La
porcién externa cuenta con lipidos y proteinas donde los lipidos se encuentran
frecuentemente asociados libremente con la porcién interna de la pared celular,

asi como con algunos acidos grasos de cadenas cortas y largas (Fig. 15).

Los lipopolisacaridos asociados con la pared celular externa consisten de
lipoarabinomanano (LAM), lipomanano, lipidos con tiocerol como el
dimicoserosato tiocerol y la dimicoliltrehalosa (conocido también como “factor

cordén”) y difosfatidilinositol mandsidas. Adicionalmente, el compartimento interno
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Fig. 15. Estructura de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis. PG: péptidoglicano; AG:
arabinogalactano; LAM: lipoarabinomanano; PDIM: tiocerol dimicocerosato; DAT: diacil trehalosa;
TDM: dimicolato de trehalosa; TMM: monomicolato de trehalosa. Imagen modificada de “School of
Biosciences”, Universidad de Birmingham.

consta de péptidoglicano (PG), arabinogalactano (AG) y acidos micélicos (MA)
unidos entre ellos covalentemente formando un complejo MA-AG-PG que se
prolonga desde la membrana plasmatica hacia afuera en capas, empezando con

PG y terminando con acidos micélicos en un complejo ademas insoluble (Fig. 15).

De esta estructura tan particular, se desprende el nacleo esencial de la pared
celular de Mycobacterium o complejo MA-AG-PG pues resulta obvio que
numerosos farmacos para el tratamiento de afecciones por estos microorganismos

deben estar dirigidos precisamente contra esta estructura (Hett & Rubin, 2008).

En especies patdgenas de crecimiento lento como Mycobacterium tuberculosis y
Mycobacterium leprae (ésta sélo se ha logrado cultivar en animales hospederos),

los LAMs estan cubiertos en los residuos B-Ara con residuos de manosa y se
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conocen como lipoarabinomananos manosilados (ManLaMs) mientras que las
especies de crecimiento rdpido como Mycobacterium smegmatis y Mycobacterium
fortuitum tienen LAMs cubiertos con fosfoinositol Ilamados fosfoinositol
lipoarabinomananos (PILAMs) asi como Mycobacterium chelonae que
carece de LAMs cubiertos que se conocen como AraLAMs. Todas estas proteinas
externas y lipidos son componentes solubles de la pared celular y son reconocidas
moléculas efectoras y sefalizadoras del género Mycobacterium por sus papeles
conocidos en la interaccién con el sistema inmune (Hett & Rubin, 2008).

El péptidoglicano también conocido como mureina consta de filamentos de
péptidos y glicanos. El filamento largo de glicano tipicamente consiste de
N-acetilglucosaminas (NAG) alternadamente unidas al acido N-acetilmuramico
(NAM). Dichos filamentos estan unidos entre ellos por péptidos atados al grupo
lactico del NAM de distintos filamentos de glicano. Estas cadenas peptidicas
constan de acido L-alanil-D-iso-glutaminil-meso-diaminopimélico (meso-DAP) de
un unico filamento unido al residuo terminal D-alanina de la D-alanina L-alanil-D-

iso-glutaminil-meso-DAP de otro filamento (Hett & Rubin, 2008).

El arabinogalactano es el principal polisacarido de la pared celular de
Mycobacterium compuesto por arabinano y galactano, ambos en una forma
furanosa relativamente inusual. Los residuos de galactosa estan organizados en
uniones alternadas pB—(1-5)y B-(1-6) de 30 residuos con arabinano unido a la
posicion 5 del galactano en uniones (1-5). Algunos de los polimeros de galactano
pueden no tener arabinano unido, por consiguiente, son cadenas no ramificadas
de galactano. El arabinogalactano estd unido covalentemente a la capa de
péptidoglicano por una unién fosforil-N-acetilglucosaminosil-ramnosil la cual se
relaciona con la usada por bacterias Gram positivas para unir el acido teicoico con
el péptidoglicano (Hett & Rubin, 2008).
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Los acidos micdlicos, los determinantes primarios de la permeabilidad de la pared
celular, consisten de una variedad de acidos grasos de cadena larga a-alquil y
cadena corta B-hidroxil entre los 60 y 90 atomos de carbono por cadena. La
mayoria de los acidos micolicos estan covalentemente unidos al arabinogalactano
por uniones éster y existen como grupos tetramicolil-pentaarabinofuranosil en el
arabinogalactano (Hett & Rubin, 2008).

Habitat

Especies del género Mycobacterium han sido aisladas de una enorme variedad de
ambientes, desde material biolégico de mamiferos y no mamiferos hasta de agua
tanto salada como no salada, del suelo y de polvo. A pesar de que muchas
especies de Mycobacterium se han aislado de diversas muestras ambientales,
esto no necesariamente significa que dichas cepas puedan crecer bajo esas
condiciones. De hecho, para asignar especies a un ecosistema especifico, éstas
deben ser capaces de multiplicarse activamente y si las especies carecen de dicha
propiedad entonces se les considera como contaminantes. Distinguir entre ambas
opciones resulta dificil, pues las probabilidades de aislar cepas “contaminantes”
son altas por la capacidad de las especies de Mycobacterium para sobrevivir por
largos periodos sin mostrar crecimiento (Kazda, 1983; Collins et al., 1984;
Tsukamura, 1984; Saviola & Bishai, 2006).

Patogenia

%+ Complejo Mycobacterium tuberculosis

El Complejo Mycobacterium tuberculosis es un grupo que abarca a las especies

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum vy

Mycobacterium microtti, todas ellas agentes etiologicos de la Tuberculosis.
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Recientemente, la especie Mycobacterium canetti también ha sido agregada al
complejo pero algunos autores discuten todavia su inclusion.

El factor “cordon” es de las moléculas mas importantes implicadas en los
mecanismos de patogenicidad y la virulencia de los miembros del Complejo
Mycobacterium tuberculosis (Fig. 16). Otros componentes de Mycobacterium
como adhesinas, sulfolipidos y glucolipidos pueden inducir también respuestas
inmunolégicas, lo que da origen a un cuadro muy peculiar durante el proceso
infeccioso. El factor “corddn” es un lipoarabinomanano (6,6 -dimicoliltrehalosa) que
impide la migracion de polimorfonucleares e impide la fusién de los fagosomas
gue contienen a la bacteria, con los lisosomas de la célula huésped (Rastogi &
David, 1988; Spargo et al., 1991). También induce la secrecion del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-o) asociado directamente con la formacion de

granulomas (ver Enfermedad; Welsh et al., 2008).

0 0
R-C-0_ / o . 0-C-R
OH “HO

HO oH “H

Fig. 16. Estructura del factor “cordon” (6,6 -dimicoliltrehalosa). R: micolil. Imagen modificada del
libro Brock Biologia de los Microorganismos (Madigan et al., 2010)

Mientras que en Mycobacterium el factor “cordén” no es téxico y le confiere
proteccion de los macrofagos y de los lisosomas, en superficies lipidicas se vuelve
antigénico y altamente toxico. La interaccion entre el factor cordén y los lipidos en
las células del huésped dan como resultado necrosis (muerte del tejido)
generando ademas las cavidades caracteristicas de la Tuberculosis (Fig. 17,
Hunter et al., 2006).
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Fig. 17. Del lado izquierdo se muestra una infeccidon tuberculosa inicial, en el centro una placa
inicial activa que progresa hacia una cavitacion y del lado derecho numerosas cavidades
tuberculosas.

e Enfermedad

La principal via de contagio de la Tuberculosis es de persona a persona por via
aérea al igual que un simple resfriado. Después de la inhalacion de las particulas
conteniendo al bacilo de la Tuberculosis, éstos alcanzan los bronquiolos
terminales y a los alveolos donde son fagocitados por los macréfagos locales
(alveolares). Algunos de los bacilos son destruidos por la union de los fagosomas
con los lisosomas, sin embargo, Mycobacterium tuberculosis y las especies
relacionadas son patégenos intracelulares capaces de inhibir la fusion fagosoma-
lisosoma. Los bacilos que sobreviven a estas defensas del huésped crecen dentro
del macréfago y son liberados cuando estos mueren o después de inducir la
apoptosis. Nuevos macréfagos inactivos provenientes del torrente sanguineo
ahora fagocitan a los recién liberados bacilos los cuales crecen simbidticamente
dentro de éstos por aproximadamente 3 semanas. Eventualmente los bacilos lisan
los macréfagos y pueden esparcirse en el tejido del huésped. En individuos
resistentes hay estimulo de macréfagos y células T por sefalizacion de las células
Thl con interferon gamma (IFN-y), interleucina 2 (IL-2) e interleucina 12 (IL-12).
Finalmente los bacilos y demas restos celulares forman una estructura conocida

como “granuloma caseificante” y esto permite detener la enfermedad lo que
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origina el término “primoinfeccion”. Un huésped puede entonces permanecer por
afios bajo esta condicién de equilibrio. Si este equilibrio se rompe, lo que puede
ocurrir bajo condiciones predisponentes como alcoholismo, inmunosupresion,
desnutricion, drogadiccion o tabaquismo por mencionar algunas, es que mas
macrofagos sean activados inadecuadamente volviéndose blanco de nuevos
bacilos liberados. Las células T citotoxicas comienzan a dafiar los propios tejidos
del huésped repitiendo un ciclo donde los granulomas se agrandan hasta
eventualmente formar cavidades dentro del pulmén con licuefaccion de éstos y
una caracteristica “hemoptisis” (tos con sangre) asi como accesos tusigenos que
liberan al microorganismo al ambiente (Fig. 18; Kaufmann, 2001; Saviola & Bishai,
2006).

} Respuesta inmune

V) del huésped

I \ Enfermedad

Aguda

Cura
espontanea

/ Reactivacion Diseminacion

{<10%) Transmision

Granuloma

Fig.
18.

Infeccion por Mycobacterium tuberculosis y enfermedad activa. Imagen modificada de Kaufmann,
2001.
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El desarrollo de la enfermedad también puede ser extrapulmonar pero por lo
regular el primer tejido en ser afectado es el pulmoén debido a la via de transmision
del parasito. Los sintomas incluyen tos, dolor de pecho, una gran produccion de
esputo, fiebre, sudoraciones por la noche y tos con sangre en las etapas
avanzadas de la enfermedad (Kaufmann, 2001; Saviola & Bishai, 2006).

e Epidemiologia

Una tercera parte de la poblacion mundial esta actualmente infectada por el bacilo
de la Tuberculosis y se ha estimado que cada segundo se produce en el mundo
una nueva infecciobn que serd controlada por el huésped (primoinfeccién y
formacion del granuloma). De ese tercio de la poblacion entre un 5y 10% (no
infectadas por VIH) desarrollaran Tuberculosis en alguna etapa de su vida. Es
critico, sin embargo, el hecho de que una persona con Tuberculosis activa no

tratada infectara a una media de 10 a 15 personas al afio.

En 2008 la Regidon de Asia Sudoriental registré el mayor nimero de nuevos casos
de Tuberculosis, correspondiéndole el 34% de la incidencia mundial. Sin embargo,
la tasa de incidencia estimada en el Africa subsahariana es casi el doble que en la
Region de Asia Sudoriental, mas de 350 casos por 100 000 habitantes (Tabla 2).
Se calcula que 1,3 millones de personas murieron por Tuberculosis en 2008. El
mayor nimero de muertes se registro en la Region de Asia Sudoriental, mientras
que la maxima mortalidad por habitante se dio en la Region de Africa. En ese
mismo afo, la incidencia estimada de Tuberculosis por habitante era estable o
decreciente en las seis regiones de la OMS. No obstante, esa lenta disminucién
esta contrarrestada por el crecimiento de la poblacion. Como consecuencia, sigue
aumentando el niumero de nuevos casos por afio a escala mundial y en las
regiones de la OMS de Africa, el Mediterraneo Oriental y Asia Sudoriental (OMS;
CDC).
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Tabla 2. Incidencia y prevalencia de Tuberculosis y mortalidad por Tuberculosis en 2008. Fuente:
OMS.

. .1 .o Tasas de
Incidencia Prevalencia mortalidad

(o)
Region de la | niUmero tgtgfl por 100000 | nimero | por 100000 | numero | por 100000
OMS (miles) . habitantes | (miles) | habitantes | (miles) | habitantes

mundial
Africa 2 828 30% 351 3 809 473 385 48
Las Américas 282 3% 31 221 24 29 3
Mediterraneo 675 7% 115 929 159 115 20
Oriental
Europa 425 5% 48 322 36 55 6
Asia

. 3213 34% 183 3 805 216 477 27

Sudoriental
Pacifico 1946 21% 109| 2007 112 261 15
Occidental
Mundo 9 369 100% 139 11 093 164 1322 20

Tncidencia - nimero de nuevos casos registrados en un periodo determinado
2prevalencia - nimero de casos en una poblacién en un momento determinado

Hasta hace 50 afilos no existian farmacos que curaran la Tuberculosis, que
ademas ha recibido numerosos sinonimos a lo largo de la historia de la
humanidad, entre ellos Consuncion, Escroéfula, Plaga Blanca, Tisis, por mencionar
algunos. Sin embargo, la aparicion de multirresistencia a alguno de los 5 farmacos
del tratamiento de primera linea en todos los paises estudiados, es un grave
problema que pudiera salirse de control ante la falta de desarrollo de investigacion

en el campo.

La Tuberculosis farmacorresistente se desarrolla como consecuencia de un
tratamiento parcial o anémalo, cuando el paciente incumple el tratamiento al
mejorar su sintomatologia, las pautas terapéuticas dictadas por el personal
sanitario son erroneas o el suministro del farmaco no puede garantizarse. La
Tuberculosis multirresistente es una forma especialmente peligrosa de
Tuberculosis que se define por la resistencia del bacilo a, como minimo, la

isoniazida y la rifampicina, dos de los tuberculostaticos mas potentes. Las tasas
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de Tuberculosis multirresistente son altas en algunos paises, sobre todo en la
antigua Union Soviética y amenazan las estrategias mundiales de control de la
Tuberculosis. Aunque por lo general la Tuberculosis farmacorresistente tiene
tratamiento (existen farmacos de segunda linea, por ejemplo), requiere
quimioterapia prolongada de hasta dos afios con los farmacos correspondientes,
ademds de ser mas caros que los de primera eleccién y con efectos secundarios
mas graves (Nelson, 2010; OMS).

En 2006, la OMS puso en marcha la nueva estrategia “Alto a la Tuberculosis”. El
nacleo de esa estrategia es el DOTS (Tratamiento a corto plazo de observacién
directa por sus siglas en inglés, Direct Observation Treatment Short course), la
propuesta de control de la Tuberculosis iniciada por la OMS en 1995. Desde su
creacion, se han tratado mas de 36 millones de pacientes con principios basados
en el DOTS. El éxito se fundamenta en la nueva estrategia de los siguientes seis

puntos:

1. Ampliacién y perfeccionamiento del tratamiento DOTS de alta calidad.

2. Abordar la Tuberculosis/VIH, la Tuberculosis multirresistente y las
necesidades de las poblaciones pobres y vulnerables.

3. Contribuir a fortalecer el sistema de salud sobre la base de la atencion
primaria.

4. Colaborar con todos los dispensadores de atencion.

5. Encargarse de las personas con Tuberculosis y de las comunidades
mediante férmulas de colaboracion.

6. Fomentar y promover las investigaciones.

e

*

Mycobacterium leprae

Mycobacterium leprae o el bacilo de Hansen ha sido descrito desde hace mas de
100 afios. Comunmente dicha bacteria es considerada como el agente etiolégico
de la Lepra a pesar de que aun no se ha podido desarrollar un solo bacilo en
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cultivo puro que cause la enfermedad. La mayor limitante es que aun no se ha
podido cultivar al bacilo fuera de animales hospederos, sin embargo, la evidencia

existente es la siguiente:

1. El bacilo se encuentra en pacientes con lepra y no en pacientes que no
tienen Lepra.

El bacilo esté invariablemente presente en lesiones leprosas

3. Los pacientes con Lepra muestran una respuesta inmune caracteristica
ante antigenos de Mycobacterium leprae.

4. Los anticuerpos y células T con antigenos o epitopos Unicamente
expresados por Mycobacterium leprae pueden ser aislados de pacientes
con Lepra.

5. El glucolipido fendlico (PGL-I) que uUnicamente se encuentra en
Mycobacterium leprae también se encuentra Unicamente en lesiones y orina
de pacientes que padecen Lepra.

6. Secuencias especificas de nucledtidos de Mycobacterium leprae pueden
hallarse en lesiones leprosas.

7. La susceptibilidad de Mycobacterium leprae en modelos animales a

farmacos es la misma que en pacientes.

Las principales caracteristicas implicadas en los mecanismos de patogenicidad y
la virulencia de Mycobacterium leprae son las siguientes: Mycobacterium leprae
posee un tiempo de generacion de 11 a 13 dias en animales experimentales;
dicho crecimiento tan lento podria influir en la duracion de la infeccién, en el
desarrollo de la enfermedad (entre 2 y 8 afios) y por lo tanto en la naturaleza

cronica de la enfermedad.

Por otro lado Mycobacterium leprae se desarrolla mejor a temperaturas de 30° C
lo cual puede explicar la afinidad del bacilo por las partes mas frias del cuerpo
incluyendo piel y la mucosa nasal. Mycobacterium leprae infecta a las células de

Schwann y es la Unica bacteria patdgena capaz de entrar en nervios periféricos lo
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cual es importante en la pérdida de funcion en el nervio y en la induccién de
deformidades atroces. La bacteria puede suprimir la respuesta inmune celular
presumiblemente a través de la induccion de supresores de células T e
inutilizando a los macréfagos anormales infectados por activacion o procesamiento
de antigenos lo cual permite al hospedero tolerar las cargas tan grandes de
bacterias observadas en pacientes con Lepra lepromatosa (hasta 10%
microorganismos). De hecho, el unico glicolipido fendlico de Mycobacterium leprae
(PGL-I) es uno de los componentes principales de su envoltura celular (es el 2%
de la masa total de la bacteria) y es capaz de inhibir la respuesta oxidativa de los
macréfagos que han fagocitado al bacilo ayudandolo a sobrevivir dentro del
macréfago. Otros posibles mecanismos de supervivencia y reproduccion de
Mycobacterium leprae dentro de macréfagos y células de Schwann son que los
bacilos son capaces de escapar del fagosoma y de esa manera reproducirse en el
citoplasma de la célula infectada. De manera similar a MTB, Mycobacterium leprae
puede evitar también la fusion del fagosoma con el lisosoma aunque no dentro de

las células de Schwann (Shinnick, 2006).
e Enfermedad

La Lepra o enfermedad de Hansen es una patologia infecciosa crénica
granulomatosa que afecta primariamente al sistema nervioso central periférico, la
piel y mucosas, sobre todo la nasal. La Lepra por si misma no es mortal pero
desarrolla grandes deformidades particularmente en manos y pies (Fig. 19). Los
mecanismos de contagio a la fecha no han logrado esclarecerse pero existe
evidencia que el contagio se lleva a cabo por via respiratoria aunque no puede
descartarse el contagio via piel con piel e incluso por vectores como algunos
insectos (Shinnick, 2006).
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Fig. 19. Deformidades tipicas en manos de un paciente con Lepra. Imagen modificada de
http://maruen87.blogspot.com/2009/01/lepra-enfermedad-de-los-pobres.html

e Epidemiologia

De acuerdo a reportes oficiales de 121 paises, la prevalencia global registrada de
Lepra a inicios del 2009 era de 213 036 casos mientras que el nimero de nuevos
casos detectados durante el 2008 fue de 249 007 casos. El nimero de nuevos
casos detectados mundialmente se ha reducido por 9126 (4%) durante el 2008 en
comparacion con el 2007. Aln existen zonas muy endémicas en paises como
Angola, Brasil, Republica Central Africana, Republica Democratica del Congo,
India, Madagascar, Mozambique, Nepal y la Republica Unida de Tanzania. El
primer avance importante en el tratamiento de la Lepra se realizd en los afios
cuarenta con el desarrollo de la dapsona (una sulfa), medicamento que detuvo la
enfermedad. No obstante, la larga duracion del tratamiento, de afios o incluso
durante toda la vida, dificultaba su cumplimiento. En los afios sesenta,
Mycobacterium leprae empezé a desarrollar resistencia a la dapsona, el Unico
farmaco contra la Lepra conocido por entonces. A principios de los afios sesenta
se descubrieron la rifampicina y la clofazimina, los otros dos componentes del
Tratamiento Multimedicamentoso (TMM) junto con la dapsona. En 1991, el 6rgano

deliberante de la OMS, la Asamblea Mundial de la Salud, adopté una resolucién
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para eliminar la Lepra como problema de salud publica en el afio 2000. Por
eliminar la Lepra como problema de salud publica se entiende conseguir una tasa
de prevalencia de menos de un caso por cada 100 000 personas. La meta se
alcanzé a tiempo y el uso generalizado del TMM ha reducido la carga de
morbilidad sin que exista a la fecha resistencia al tratamiento (OMS).

Importancia del secuenciamiento de especies del género Mycobacterium e

importancia en la industria

A la fecha se han secuenciado los genomas completos de mas de 15 especies de
este género asi como una gran cantidad de plasmidos de varias especies (Tabla
3; NCBI). Las aplicaciones del secuenciamiento de especies de Mycobacterium
son desde luego las relacionadas a la Tuberculosis. Por ejemplo la vacuna BCG
(Bacillus Calmette-Guérin) se deriva de la cepa Mycobacterium bovis BCG y la
tuberculina o PPD, usada en el diagnostico de la enfermedad, se obtiene de varias
cepas de Mycobacterium. A pesar de su alto impacto en salud humana, el género
Mycobacterium también tiene aplicaciones que son de relevancia industrial y
biotecnolégica. Este género es usado principalmente en el area de biocatalisis
para llevar a cabo reacciones de transformacion especificas. Una de las areas en
biotecnologia que tiene un gran namero de aplicaciones comerciales usando

cepas de Mycobacterium es la biotransformacion de esteroides.

Este proceso involucra tanto la modificacion de los nucleos de esteranos de
esteroides naturales o sintéticos como la degradacion selectiva de la cadena
lateral de esteroides naturales como el colesterol. Los productos obtenidos pueden
ser transformados quimicamente a esteroides con actividad farmacolégica. Una
potencial aplicacion del género Mycobacterium en el campo de biocatalisis es la
produccion de epoxidos épticamente activos a partir de alquenos. Posteriormente
estos epodxidos son utilizados en la sintesis de farmacos 6pticamente activos. La
limitacién de la produccion de epoxidos es la toxicidad, sobre los bacilos, de los
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Tabla 3. Genomas completos secuenciados de especies del género Mycobacterium con sus respectivos plasmidos. * Especies de importancia clinica >
Especies de importancia industrial 8 Especies de crecimiento rapido 4 Especies de crecimiento lento Fuente: NCBI.

Tipo de Contenido
Cepay plasmido Fecha secuenciacion (completos) | Tamaiio (Kbp) | genoma GC
3M. abscessus 1-mar-08 5067,17 Circular 64.00%
Plasmido sin nombre 1-mar-08 23 Circular 67.00%
““M. avium 104 29-nov-06 5475,49 Circular 68.00%
““M. avium subsp. paratuberculosis str. K-10 27-dic-01 4829,78 Circular 69.00%
““M. bovis AF2122/97 25-ene-01 4345,49 Circular 65.00%
““M. bovis BCG str. Pasteur 1173P2 8-ene-07 4374,52 Circular 60.00%
““M. bovis BCG str. Tokyo 172 13-mar-09 4371,71 Circular 65.00%
#3M. gilvum PYR-GCK 13-abr-07 5600 Circular 67.00%
pPMFLVO01 (plasmido) 13-abr-07 320 Circular 65.00%
pMFLVO02 (plasmido) 13-abr-07 25 Circular 64.00%
pMFLVO03 (plasmido) 13-abr-07 17 Circular 65.00%
L“M. leprae Br4923 10-ene-09 3268,07 Circular 57.00%
L“M. leprae strain TN 2-oct-01 3300 Circular 57.00%
L“M. marinum strain M 19-abr-08 6636,83 Circular 65.00%
pMM23 (plasmido) 21-abr-08 23 Circular 67.00%
13M. smegmatis str. MC2 155 29-nov-06 7000 Circular 67.00%
’M. sp. JLS 1-mar-07 6048,42 Circular 68.00%
’M. sp. MCS 12-jun-06 5705,45 Circular 68.00%
plasmidl (plasmido) 12-jun-06 215,075 Circular 66.00%
Y“M. tuberculosis CDC1551 2-oct-01 4403,84 Circular 65.00%
L“M. tuberculosis F11 14-jun-07 442443 Circular 65.00%
L“M. tuberculosis H37Ra 6-jun-07 4400 Circular 65.00%
L“M. tuberculosis H37Rv 7-sep-01 4400 Circular 65.00%
L“M. tuberculosis KZN 1435 14-jul-09 4400 Circular 65.00%
Y“M. ulcerans Agy99 4-dic-06 5631,61 Circular 65.00%
pMUMOO01 (plasmido) 5-feb-04 170 Circular 62.00%
>3M. vanbaalenii PYR-1 28-dic-06 6500 Circular 67.00%
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solventes organicos empleados. Por otro lado, en el area de biorremediacion
también hay posibles aplicaciones de Mycobacterium en sedimentos, aumentando
la velocidad de mineralizacion de varios hidrocarburos aroméaticos policiclicos
como el caso de cepas capaces de degradar pireno (Fig. 20). Cabe destacar que
la mayor desventaja del uso biotecnoldgico, industrial y ecologico de
Mycobacterium es su velocidad de crecimiento relativamente baja y por

consiguiente su baja actividad catalitica (Hartmans et al., 2006; Liang et al., 2006).
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Fig. 20. Ruta propuesta para la degradacién de pireno por Mycobacterium sp. Cepa KMS. Las
flechas sencillas representan un paso y las flechas dobles indican varios paso. Los intermediarios y
enzimas entre paréntesis no estan identificados en el estudio. Imagen modificada de Liang et al.,
2006.
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4.3 Nocardia

Generalidades

Las especies del género Nocardia son aerobias, carecen de motilidad, son
catalasa positivas y son tipicamente &cido-alcohol resistentes en algunas etapas
de su ciclo de crecimiento. Poseen un metabolismo oxidativo y son
quimioorganotroficas. Forman hifas sobre el sustrato que van de rudimentarias a
extensivamente ramificadas, las cuales cominmente se fragmentan in situ o se
desorganizan mecanicamente de formas bacilares a formas cocoides. Las hifas
aéreas, a veces visibles solo a través del microscopio, casi siempre estan
presentes. Cadenas cortas y largas de conidias bien y pobremente diferenciadas
pueden encontrarse ocasionalmente en las hifas aéreas y muy rara vez tanto en
micelio aéreo como en micelio vegetativo. Algunas especies forman carotenoides
gue le confieren colores de diversos tonos de anaranjado, amarillo, rosa y rojo a
las colonias que se desarrollan en medios de cultivo sélidos. Pigmentos solubles y
difusibles tanto cafés como amarillos también pueden producirse. La morfologia
colonial es muy variable, puede ser suave y granular, irregular o rugosa. La
presencia de hifas aéreas le da una apariencia aterciopelada a la superficie de las
colonias. El contenido de guanina y citosina de este género esta entre 64 y 72%

segun la especie (Goodfellow & Maldonado, 2006).

Filogenia y taxonomia

Actualmente se han descrito mas de 50 especies del género Nocardia. La gran
mayoria de dichas especies forman un clado bien definido en el arbol filogenético
del suborden Corynebacterineae construido a partir del secuenciamiento del gen
16S rRNA (Fig. 21). Aproximadamente la mitad de las especies mencionadas
anteriormente han sido descritas dentro de los ultimos cinco afios para clasificar a
los microorganismos provenientes tanto de aislados clinicos como de muestras
ambientales (Goodfellow & Maldonado, 2006).
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88%. Mocardfa yamanashiensis DSM 4456607 (ABOO2561)
Nocamdla inohanansis DSM 446577 (ABOQ2560)
52F| — MNocardia niigatansis DSM 446707 (AB092563)
~ - Nocardia sericlae DSM 444 207 (AF420039)
== Nocandia ottidiscaviarum DSM 432427 (AF420067)
757 Nocardia uniformis DSM 431367 (AF430044)
l — Nocardia vetarana DSM 444457 {AF430055)
99°1__ Nocardia cemadoansis DSM 445467 (AF0GOT0)
1L 'B—I4" Nocardia aficana DSM 444017 (AF20054)
[ E= Nocardia vacoinii DSM 432857 (AF420045)
|| “— "Nocamdia nova”DESM 44481 (AF420028)
- Nocardia crassostraae DSM 44207 (AF420049)
Nocamia pseudbbrasifensis DSM 442007 (AF430042)
91*- Nocardia vinacea DSM 446287 (AB024312)
[ Nocardia psewdovaccing DSM 434067 (AF420046)
1 Nocardia caishifiensis JOM 115087 (AF450443)
Q0% Nocandia soff DSM 444887 (AF277109)
87" Nocardia cummidelans DSM 444007 (AF430052)
84" Nocardia salmonictda DSM 404727 (AF420050) Nocardia
100°L . Nocaria fluminea DSM 444807 [AF430053) '
Nocardia ignorata DSM 444067 (AJS0M008)
BTC Nocardia xishanansis AS 418607 (AY333115)
— Nocardia asteroides DSM 437577 (AF430019)
I Nocardia neocaledoniensis DSMA4TITT (AY282603)
I— Nocardia abscessus DSM 444227 (AF420018)
| — Nocardia cyiacigeomica DEM44484T (AF420027)
[ags MNocardia paucivorans DSM 442887 (AF430044)
[ 1 Nocamia bravicatena DSM 430247 (AF420040)
- EIII?_ Nocardia camea DSM 433077 (AF430035)
[ Mocardia flavorosoa DSM 444807 (AF430040)
D MNocardia pigrifrangens JCM 118847 (AF212074)
o= Nocardia brasiiensis DSM 437587 (AF430038)
o | —— Nocamdia tenarffensis DSM 447047 [AJSSE6157)
Nocardia transvalensis DSM 434057 (AF430047)
69F  Mocardia asiatica DM 446587 (ABDO2566)
[} MNocardia bajingansis DSM 446267 (AF154120)
i MNocamdia famcinica DSM 426657 {AF43022)
MNocardia puris DSM 445007 (AJ508748)

Fig. 21. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16S rRNA que muestra la composicion
del clado de Nocardia con sus especies mas representativas. En letras negritas se sefiala la
especie tipo del género. Imagen modificada de Goodfellow & Maldonado, 2006.

El estatus taxonémico de las especies descritas recientemente esta basado en un
balance de andlisis genotipicos y fenotipicos pues muchas especies anteriormente
habian sido identificadas erroneamente como Nocardia asteroides.
Procedimientos taxonémicos modernos incluyendo analisis moleculares y métodos
numéricos taxondmicos han permitido extender el conocimiento sobre la filogenia
y taxonomia de este género. La identificacion de Nocardia al nivel de especie
predice susceptibilidades a antimicrobianos de algunas especies. Por lo general,
s6lo numeros pequefios de algunas especies dentro de complejos han sido

estudiadas, por lo que mientras nuevas cepas son identificadas, las descripciones
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fenotipicas actualmente aceptadas, incluyendo patrones de susceptibilidad
pudieran no ser vdlidas. Esto se ejemplifica claramente dentro del complejo
Nocardia nova compuesto de las especies Nocardia nova, Nocardia africana,
Nocardia veterana, Nocardia kruczakiae y probablemente por otras especies que
aun no han sido nombradas. Con excepcién de la especie Nocardia nova, sélo
unos cuantos aislados han sido estudiados detalladamente incluyendo las pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana. Por consiguiente, hasta que sean reportadas las
pruebas de susceptibilidad de las distintas especies patdgenas del género, no seré
posible generalizar en cuanto a los patrones de susceptibilidad, y los resultados de
las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de todo aislado del género Nocardia

seguiran causando confusién (Seyyed et al., 2009).

Caracteristicas de la pared celular

El género Nocardia contiene acidos micolicos de cadena corta, de entre 40 y 64
atomos de carbono y hasta 3 dobles enlaces. El péptidoglicano de su pared celular
se caracteriza al igual que el de otros géneros, dentro del suborden
Corynebacterineae por tener acido meso-diaminopimeélico, arabinosa y galactosa.
Los glicanos basales consisten en acido p-N-acetilglucosaminil-1,4-N-
glicosilmuramico con aminoacidos unidos al grupo carboxilo del acido N-
glicolilmuramico. Los aminoacidos del péptidoglicano estan diaminados por
tripéptidos L-alanina-Da-glutaminomeso-diaminopimélico y por tetrapéptidos L-
alanina-Do—glutaminomeso-diaminopimélico-D-alanina. Los ésteres micolicos
contienen entre 12 y 18 atomos de carbono y pueden ser saturados o insaturados.
La principal menaquinona es una menaquinona hexahidrogenada con 8 unidades
de isopreno de las cuales las dltimas 2 unidades estan cicladas (Beaman, 1975;
Beaman & Sugar, 1983; Goodfellow & Maldonado, 2006).
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Habitat

El género Nocardia es comun y esta ampliamente distribuido tanto en habitats
terrestres como en acuaticos aunque varias especies son patégenas de varios
animales incluidos también seres humanos. Entre los animales susceptibles al
género Nocardia destacan aves, reses, gatos, perros, peces, chivos, roedores y
ovejas. También existen especies saprofitas, simbiontes y se conoce actualmente
una especie patdgena en plantas (Nocardia vaccinii en moras azules; Demaree &
Smith, 1952; Beaman & Sugar, 1983; Stark & Anderson, 1990; Goodfellow &
Maldonado, 2006).

Patogenia

Algunas especies de Nocardia como Nocardia asteroides y Nocardia brasiliensis
son patogenos intracelulares facultativos que pueden infectar tanto a individuos
con inmunodeficiencia como a individuos normales. Estas especies al igual que los
patdogenos intracelulares del género Mycobacterium poseen numerosas
caracteristicas que les permiten sobrevivir dentro de los fagocitos como la
neutralizacion de oxidantes, evitando la fusion del fagosoma con el lisosoma y
deteniendo la acidificacion del fagosoma. Los principales factores de virulencia de
Nocardia asteroides y de Nocardia brasiliensis son las catalasas, superoxido
dismutasas, factor corddn y proteasas, ademas de lo ya mencionado con respecto
a la supervivencia intracelular de la bacteria (Salinas-Carmona et al., 2002;
Seyyed et al., 2009).

La nocardiosis es una enfermedad pulmonar, cutanea, subcutanea, cerebral o
diseminada. Existen casos también de nocardiosis ocular pero son muy raros. La
nocardiosis pulmonar es la mas comun con un 90% de los casos causados por
Nocardia asteroides. La manifestacion mas comun de la infeccibn es una
bronconeumonia croénica frecuente en pacientes con inmunodeficiencia. También

Nocardia es responsable de generar micetomas, enfermedad crénica inflamatoria,
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subcutidnea y granulomatosa. De hecho, en México la mayor parte de los casos de
micetomas (86.6%) son producidos por Nocardia brasiliensis (Salinas-Carmona et
al., 2002).

El secuenciamiento del genoma de la especie Nocardia farcinica permitié
identificar genes asociados a la virulencia del microorganismo lo que lo hace el

patdgeno mas potencialmente peligroso del género (Ishikawa et al., 2004).

Importancia ambiental e industrial

Hasta el momento son poco relevantes las aplicaciones que pudiese tener el
género Nocardia para la industria y el medio ambiente en comparacién con la
relevancia clinica que posee dicho género. Con el secuenciamiento del genoma
completo de Nocardia farcinica ademas de genes virulentos se dedujeron las
bases moleculares del metabolismo secundario del microorganismo, encontrando
también potencial para producir antibidticos y para catalizar la bioconversion o
biodegradaciéon de quimicos (Chiba et al., 2007). Por ejemplo, la especie
Nocardia vinacea tiene la capacidad de producir tubelactomicina A que es un
nuevo antibidtico de lactosa de 16 miembros (Goodfellow & Maldonado, 2006). Lo
anterior abre una nueva posibilidad de estudios aparte de los de importancia

clinica para este género.
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4.4 Rhodococcus

Generalidades

El género Rhodococcus comprende bacterias aerobias que carecen de motilidad,
todas sus especies son catalasa positivas y por lo regular son parcialmente acido-
alcohol resistentes en algunas etapas de su ciclo de crecimiento. Forman bacilos
con un micelio vegetativo extensamente ramificado. Su ciclo de crecimiento
empieza con la etapa de cocos o bacilos cortos y posteriormente segun la especie
se presentan cambios complejos o no tan complejos en su morfologia, por
ejemplo, los cocos pueden convertirse Unicamente en bacilos cortos o formar
filamentos con proyecciones laterales; mostrar ramificaciones basicas e inclusive
producir hifas ramificadas. La siguiente generacién de cocos o bacilos cortos se
produce de la fragmentacién de los bacilos, filamentos e hifas. Algunas cepas
forman hifas aéreas escasas pero microscopicamente visibles que pueden estar
ramificadas (Fig. 22).

Fig. 22. Rhodococcus sp. observado a través de microscopia electronica. Imagen modificada de
http://www.bcgsc.ca/project/rhodococcus/summary (“BC Cancer Agency”).
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Las especies de Rhodococcus desarrollan optimamente en el laboratorio, en
medios de cultivo estandar a 30° C aunque hay especies que requieren tiamina
para su crecimiento. Las colonias pueden ser rugosas, suaves 0 mucoides y con
pigmentacion por lo regular beige, crema, amarilla, anaranjada o roja. El contenido
de guanina y citosina de su DNA oscila entre 67 y 73% (Goodfellow & Maldonado,
2006).

Filogenia y taxonomia

El género Rhodococcus posee una amplia historia taxondmica. Desde 1923 se le
reconoci6 como género dentro del Manual de Bergey de Bacteriologia
Determinativa, pero las especies hasta entonces identificadas se transfirieron al
género Micrococcus permaneciendo ahi desde 1939 hasta 1948. Con los grandes
cambios ocurridos en la taxonomia del suborden Corynebacterineae se retomo al
género y para 1957 dichas especies (englobadas en un grupo denominado
“Complejo rhodochrous”) se asignaron provisionalmente al género Mycobacterium.
Fue hasta 1974 cuando las especies del “Complejo rhodochrous” fueron
consideradas como un grupo de microorganismos completamente distintos a las
micobacterias, lo que justificoO su transferencia a lo que actualmente conocemos
como el género Rhodococcus. En los afios posteriores hubo muchos cambios
donde se realizaron transferencias y reclasificaciones de varias especies asi como
la descripcion de otras, lo que ha ido pavimentando el camino hacia una mayor
estabilidad genérica. En la actualidad existen mas de 30 especies descritas en la
base de datos NCBI (Fig. 23; Goodfellow et al., 1990; Bell et al., 1998; Goodfellow
& Maldonado, 2006).
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Rhodococcus equi DSM 203077 (XB0514)
57P Rhodococcus erythropolis DSM 430867 (X01020)
A4* ' Rhodococcus bakomrensis GTC 10417 (ABOT1951)
. Rhodococous gliobermilus DSM 430547 (XR0619)
73R Rhodococcus maanshanensis DSM 446757 (AF4H 6566)
il Bhaodococcus tukisamuansis DSM 447037 (AROGTT 24
L Rhodococcus marnonascans DSM 437527 (XB0617)
[ 50 Rhodococcus wiatislaviensis DSM 441077 [Z37128)
|1 [~ Rhodococous opacus DSM 432057 ((A0G30)
aq* '_[ Rhodococcus parcolaties DSM 442407 (X02114) |
- 1 Rhodococcus fosti DSM 447197 (ARMG35T) My Rhodocoocus
Bhodococous koreansis DSM 444087 (AF1242342)
- Rhodococcus fascians DSM 206697 (X79186)
100% - Rhodococous rubar DSM 433387 (MB0E25)
| Rhodococcus asthamvorans DSM 447527 (AF447281)
Ahodbcoceus zopdii DSM 44087 (AF191342)
52F ghodococcus gordoniae DSM 446807 (AF233201)
: QB‘].QQ': b Rhodococcus pyridinivorans DSM 445557 (AF173005)
L Rhodococcus rhodochrous DSM 432417 (X79208)
66F Rhodbcoccus coprophilus DSM 432477 (X80626)
Ahodococcus rhodnii DSM 432367 {B0621)

Fig. 23. Arbol filogenético basado en secuencias parciales del gen 16S rRNA que muestra la
composicion del clado de Rhodococcus con sus especies mas representativas. En letras negritas
se sefiala la especie tipo del género. Imagen modificada de Goodfellow & Maldonado, 2006.

Caracteristicas de la pared celular

El péptidoglicano de la pared celular de Rhodococcus posee, al igual que en los
géneros relacionados, acido meso-diaminopimélico como su unico diaminoacido y
sus principales azucares son arabinosa y galactosa. Rhodococcus posee acido
tuberculoestearico, sus acidos micolicos contienen cadenas de entre 30 y 54
atomos de carbono y pueden poseer hasta dos dobles enlaces. La menaquinona
principal es una menaquinona dihidrogenada que tiene ocho unidades de
isopreno, pero a diferencia del género Nocardia carece de unidades cicladas. Los
ésteres micolicos contienen entre 12 y 16 atomos de carbono (Bell et al., 1998;
Goodfellow & Maldonado, 2006).

Habitat

El género Rhodococcus esta ampliamente distribuido en ambientes terrestres y
acuaticos. Las especies han sido aisladas de suelo, de sedimentos marinos e

incluso del intestino de artropodos succionadores de sangre lo que puede sugerir
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una relacion mutualista. También se han reportado aislados de tanques de
aireacion de plantas de tratamiento de aguas residuales, de desechos industriales
y del estiércol de herbivoros asi como de otros animales tanto sanos como
enfermos (Bell et al., 1998; Takeuchi et al., 2002; Jones et al., 2004; Goodfellow &
Maldonado, 2006).

Patogenia

Desde hace muchas décadas Rhodococcus equi (originalmente llamado
“Corynebacterium equi”) es patdgeno de caballos adultos sobre todo de potros.
Recientemente el papel de dicha bacteria como patégeno humano se ha asociado
con el aumento de pacientes con inmunodeficiencia, principalmente los infectados
con VIH. Otras especies implicadas en procesos patogénicos son Rhodococcus
erythropolis, Rhodococcus globerulus, Rhodococcus luteus, Rhodococcus rhodnii
y Rhodococcus rhodochrous. Al igual que las infecciones equinas, las infecciones
humanas son por lo general en el pulmoén, causando neumonia con los tipicos
sintomas como fiebre, tos y dolor en el pecho. Cuando la infeccion se disemina a
otros 6rganos o causa bacteremia, dicha infeccion puede volverse muy seria e
inclusive mortal. El tratamiento se basa en combinaciones de antibioticos de
amplio espectro por tiempos prolongados (Bell et al., 1998; Goodfellow &
Maldonado, 2006).

La virulencia de Rhodococcus equi esta muy relacionada con la expresion del gen
vapA el cual se localiza en un plasmido circular de 85 000 pares de bases
denominado plasmido asociado a la virulencia (VAP por sus siglas en inglés;
Virulence Associated Plasmid). El operon vap se encuentra dentro de una isla de
patogenicidad de 27 000 pares de bases y codifica al menos cuatro genes
funcionales que pueden ser: vapA, vapC, vapD, vapE y vapF. Estudios de
inmunoblotting demostraron que los productos del gen VapA, una lipoproteina de
la superficie celular, y VapC, VapD y/o VapE, todas ellas proteinas de secrecion,

se expresan Unicamente durante el crecimiento de la bacteria a 37° C y no a
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30° C, lo cual evidentemente juega un papel muy importante para la virulencia del
microorganismo. Existe evidencia que los plasmidos virulentos no son esenciales
para que el patégeno cause infecciones en seres humanos. Rhodococcus equi al
igual que especies del género Mycobacterium y Nocardia pueden inhibir la fusién
del fagosoma con el lisosoma. Adicionalmente, la fosfolipasa C y la lecitinasa de
Rhodococcus equi son también importantes para lisar a las células del huésped y

favorecer la infeccién (Goodfellow & Maldonado, 2006).

Especies como Rhodococcus fascians son patdgenos para plantas de relevancia
comercial como los chicharos y el tabaco por lo que no debe subestimarse el
impacto econdémico de este tipo de pérdidas por infeccibn y subsecuente
enfermedad por esta especie (Bell et al., 1998).

Importancia industrial y ambiental

Este género cuenta con un enorme potencial en la rama biotecnoldgica por la gran
diversidad de capacidades metabdlicas que poseen varias de las especies
estudiadas. Rhodococcus tiene la capacidad de degradar hidrocarburos
sustituidos y puede hallarse naturalmente en ambientes contaminados por lo que
es un candidato fuerte para biorremediacion. El hecho de que los microorganismos
sean hidrofébicos por las cadenas alifaticas de los acidos micolicos de su pared
celular favorece la degradacidon de contaminantes hidrofébicos mediante la
adhesion de células en la interfase de agua y “combustible” (contaminante). El uso
de especies como Rhodococcus erythropolis y Rhodococcus ruber incrementa el
namero de bacterias que oxidan hidrocarburos asi como la velocidad de
degradacion de éstos en una muestra de composta contaminada con petréleo
crudo (Bell et al., 1998).

Debido también a la gran cantidad de cepas de Rhodococcus aisladas de sitios
con presencia de hidrocarburos y por la capacidad de éstas para crecer utilizando

como unica fuente de carbono hidrocarburos gaseosos como el propano, el butano
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y el acetileno, es posible pensar en el uso de estas bacterias como indicativo o
indicadores de depdsitos subterraneos de hidrocarburos lo que es ademas una
estrategia de prospeccion en petroleo. Existen estudios que reportan una gran
cantidad de cepas degradadoras de butano y propano en agua subterranea
asociada a un yacimiento petrolifero (Bell et al., 1998; Heald et al., 2001).

De manera similar, hay también reportes con respecto a la degradacion de
bifenilos policlorados (considerados contaminantes peligrosos del suelo y el agua),
por especies como Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus globerulus y
Rhodococcus rhodochrous. Inclusive, se ha reportado la capacidad de algunas
especies del género como surfactantes. Rhodococcus erythropolis puede producir
material biofloculante con actividad sumamente eficiente sobre un gran niamero de
soélidos suspendidos lo que es de gran utilidad en las plantas de tratamiento de
aguas residuales (Goodfellow et al., 1997; Bell et al., 1998).

En la industria este género ya es de importancia por su capacidad de sintesis y
transformacion. Rhodococcus rhodochrous es empleado en Japdén para producir
30 000 toneladas de acrilamida anualmente. Existen investigaciones sobre las
nitrilasas de Rhodococcus para la produccion de acrilicos, acidos y varias amidas,
incluyendo vitaminas como la nicotinamida y agentes antimicobacteriales como la
pirazinamida, uno de los cinco farmacos empleados para el tratamiento de la
Tuberculosis. Las colesterol oxidasas de Rhodococcus pueden tener aplicaciones
en la industria alimentaria y en la produccion de esteroides. Especies de
Rhodococcus producen las enzimas responsables de la sintesis de aminoacidos
como la L-leucina y la L-fenilalanina (Bell et al., 1998; Brandao & Bull, 2003).
Rhodococcus jostii posee también la capacidad de degradar bifenilos policlorados,
Rhodococcus opacus es una cepa resistente al benceno y R. gordoniae es
resistente al fenol (NCBI; Jones et al., 2004; Goodfellow & Maldonado, 2006).
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Actualmente no solo se han secuenciado plasmidos de varias especies del géner

Rhodococcus sino también los genomas completos de las especies Rhodococcus

equi, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus jostii y Rhodococcus opacus

(Tabla 4).

Tabla. 4. Genomas completos secuenciados de especies del género Rhodococcus con sus
respectivos plasmidos. * Especies de importancia clinica 2 Especies de importancia industrial

Fecha
Cepa y plésmido secuenciacion Tamaiio ' .
(completos) (Kbp) Tipo de genoma Contenido GC
'Rhodococcus equi
ATCC 33707 15-nov-10 5229,3 Circular 68.00%
’Rhodococcus 2-abr-09 62.00%
erythropolis PR4 6516,310 Circular
pREL1 (plasmido) 10-nov-05 271,567 Linear 61.00%

pREC1 (plasmido) 10-nov-05 104,014 Circular 63.00%

pREC2 (plasmido) 10-nov-05 3,637 Circular 62.00%
’Rhodococcus jostii 31-jul-06 7804,765 Linear 67.00%
RHA1

pRHL1 (pldsmido) 31-jul-06 1123,075 Linear 65.00%

pRHL2 (pldsmido) 31-jul-06 442,536 Linear 64.00%

pRHL3 (pladsmido) 31-jul-06 332,361 Linear 64.00%
*Rhodococcus 3-abr-09 7913,450 Linear 67.00%
opacus B4

pROBO1 (plasmido) 3-abr-09 558,192 Linear 65.00%

pROBO02 (plasmido) 3-abr-09 244,997 Linear 64.00%

pKNR (plasmido) 2-abr-09 111,160 Circular 65.00%

pKNRO1 (plasmido) 17-abr-05 4,367 Circular 64.00%

pKNRO2 (plasmido) 19-abr-05 2,773 Circular 63.00%
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4.5 Gordonia

Generalidades

Las especies del género Gordonia son aerobias, catalasa positivas, débilmente
acido-alcohol resistentes, no esporulan y carecen de motilidad. Poseen un
metabolismo de carbohidratos oxidativo y son arilsulfatasas negativas; ademas se
ha demostrado que son susceptibles a las lisozimas (muramidasas).
Morfologicamente tiene un crecimiento micelial fragmentado en formas bacilares o
cocoides. La morfologia colonial de las especies de Gordonia va de viscosa, suave
y brillante a irregular y rugosa; puede incluso ser distinta entre una misma especie
dependiendo del medio usado para su desarrollo, incluso, algunas especies como
Gordonia alkanivorans y Gordonia westfalica son capaces de formar tanto colonias
suaves como rugosas. Los colores de las colonian son muy variables, las hay
blancas, amarillas, cafés, anaranjadas, rojas y rosas. El contenido de guanina-
citosina de su DNA es de entre 63 y 69% (Arenskotter et al., 2004; Goodfellow &
Maldonado, 2006).

Filogenia y Taxonomia

Tsukamura propuso en 1971 el nombre “Gordona”, en honor a la bacteridloga
Ruth E. Gordon, para un nuevo género de bacterias corineformes aisladas del
esputo de pacientes con cierto padecimiento pulmonar o que venian del suelo. Las
especies de este género se distinguen de las micobacterias de rapido crecimiento
por su ligera acido-alcohol resistencia y por la ausencia de arilsulfatasa; del
género Nocardia por su habilidad para reducir nitratos y por su ausencia de
micelio. Goodfellow y Alderson transfirieron Mycobacterium rhodochrous y al
“Complejo rhodochrous” (ver género Rhodococcus), incluyendo a las especies
representantes del género Gordona, al género Rhodococcus por lo que el género
tuvo que desaparecer al no “tener” especies. Sin embargo, estudios sobre los

acidos micolicos y de la composicion de menaquinonas mostraron variaciones
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heterogéneas dentro del “nuevo” género Rhodococcus. Mientras Rhodococcus
spp. usualmente contiene acidos micolicos de entre 34 y 52 4tomos de carbono y
menaquinonas con 8 unidades de isopreno y 2 &tomos de hidrégeno agregados a
los dobles enlaces de la cadena lateral de isopreno como la forma principal de
menaquinona, tres especies asignadas en ese entonces al género Rhodococcus
pero originalmente asignadas al género Gordona (Gordonia bronchialis, Gordonia
rubripertincta [antes Gordonia rubra], y Gordonia terrae) tienen acidos micélicos de
entre 48 y 66 atomos de carbono, asi como menaquinonas dihidrogenadas con 9
unidades de isopreno como la menaquinona predominante. Indudablemente lo
anterior contribuia a un estado heterogéneo dentro del género Rhodococcus y
justificaba la separacién (al menos) de las especies mencionadas incluyendo el
replanteamiento del género “Gordona”.

Andlisis posteriores basados en las similitudes del gen 16S rRNA condujeron al
resurgimiento “final” del género Gordona por Stackebrandt et al. (1988) con las
tres especies mencionadas anteriormente. Adicionalmente Rhodococcus spulti
también fue transferido a Gordona cambiando su nombre a Gordona sputi. El
género finalmente se volvid “homogéneo” con la inclusién de Rhodococcus
aichiensis y Nocardia amarae que cambiaron sus nombres a G. aichiensis y G.
amarae, respectivamente. Fue hasta 1997 cuando el nombre etimolégicamente
correcto se cambi6é a Gordonia, en vez de Gordona deteniendo ademas el “ir y

venir” de especies (Stackebrandt et al., 1988; Goodfellow & Maldonado, 2006).

Las especies que actualmente forman al género Gordonia estan indicadas en la

siguiente tabla (Tabla 5).
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Tabla 5. Especies validadas del género Gordonia hasta el 2009 con sus caracteristicas mas
relevantes (las primeras 6 se aislaron de muestras clinicas). Tabla modificada de Barragéan, 2009.

Nombre Color de Longitud de
de la especie de la colonia acidos Sitio de aislamiento
micdlicos
1 G. aichiensis Rosa a anaranjado 56-66 Muestra de esputo de paciente
2 G. araii Blanco a beige 64-70 Muestra de paciente con
disfuncién renal
3 G. bronchialis Café 54-66 Muestra de esputo de paciente
con enfermedad pulmonar
4 G. effusa Blanco a beige 56-64 De paciente con enfermedad
pulmonar
5 G. otitidis Blanco- 58-64 De un paciente con otitis y
anaranjado pélido bronquitis
6 G. sputi Rosa 56-66 De muestra de esputo humano
7 G. defluvii ND ND De espuma tomada de tanques
de lodo activado en Australia
8 G. desulfuricans Rosa 56-64 De suelo con muestra aceitosa
cerca de minas en desuso en
Escocia
9 G. amicalis Rojo 48-58 Suelo de jardin en Rusia
10 G. hirsuta Blanco- amarillo 60-64 De composta cerca de un
claro biocontenedor
11 G. hydrophobica Blanco a beige 54-62 De composta cerca de un
biocontenedor
12 G. lacunae Rosa-anaranjado ND De arena tomada de estuario en
Africa
13 G. malaquae Ligeramente ND De lodo tomado de una planta
crema de sedimentos
14 G. namibiensis Anaranjadas- rojo- 54-62 De suelo de Namibia
rosa
15 G. alkanivorans Anaranjado a Rojo 47-58 Suelo contaminado de una
anaranjado fabrica en Alemania
16 G. paraffinivorans Anaranjada-rojo 52-62 De muestra de agua de un
yacimiento petrolifero en China
17 G.polyisoprenivorans | Crema beige- 58-64 Aislada de los desechos de una
anaranjado pastel llantera alemana
18 G. rhizosphera Rosa-Anaranjado 56-64 Aislada de la rizésfera de una
planta cerca de un lago
19 G. rubripertincta Anaranjado a Rojo 48-62 Del suelo
20 G. shandongensis Amarillo claro ND Del suelo de una granja en
China
21 G. sihwensis Blanco 48-56 Aislada de un reactor
desnitrificador para tratamiento
de agua en un lago en Corea
22 G. sinesedis Crema 58-62 De suelo adyancente al rio
Tamesis
23 G. soli Anaranjado palido ND De suelo tomado de la
universidad Chung Hsing en
Taiwan
24 G. amarae Blanco a beige 46-56 De espuma en superficie de
tanques de aireacion de lodos
activados de una planta de
tratamiento de aguas residuales
25 G. terrae Rosa a Anaranjado 52-64 De suelo
26 G. westfalica Anaranjado pastel 54-62 Aislada de los desechos de una

llantera alemana

*ND: No determinado




Caracteristicas de la pared celular

La pared celular del género Gordonia contiene acido meso-diaminopimélico como
el Unico diamino acido y 4cido muramico con residuos denominados N-glicolil. Los
principales azucares de la pared celular son la arabinosa y la galactosa. En este
género los éacidos micdlicos son de entre 44 a 66 &tomos de carbono con
porciones mayores de cadenas rectas saturadas y monosaturadas asi como 10-
metil acidos grasos celulares (acidos tuberculoestearicos). La menaquinona
principal contiene menaquinonas dihidrogenadas con 9 unidades de isopreno. Los
lipidos polares estan tipicamente compuestos de difosfatidilglicerol,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y fosfatidilinositol manosidas. Todas estas
caracteristicas distinguen notablemente al género Gordonia de los otros géneros
del suborden Corynebacterineae (Arenskotter et al., 2004; Goodfellow &
Maldonado, 2006).

Habitat

El género Gordonia esta ampliamente distribuido en la naturaleza tanto en habitats
terrestres como acuaticos incluyendo sedimentos marinos. Ademas, se han
aislado especies de rizosferas, biofiltros, aguas industriales de desecho, aguas de
desecho de biorreactores y de lodos activados en tanques de aireacion de plantas
de tratamiento de aguas residuales. Gordonia también ha sido aislado en esputo
como agente de infecciones humanas (Goodfellow et al., 1997; Takeuchi &
Hatano, 1998; De los Reyes et al., 1998; Yoon et al., 2000; Kim et al., 2000; 2003).

Patogenia

De las especies del género Gordonia involucradas en infecciones humanas, cabe
mencionar que en casi todos los casos documentados se ha tratado de pacientes
inmunodeprimidos donde las infecciones por especies de Gordonia se dieron de

manera secundaria. La gran mayoria de los casos reportados por infecciones han
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sido causados por Gordonia bronchialis y Gordonia sputi aislados ambos del
esputo de pacientes con enfermedades pulmonares incluyendo Tuberculosis y
bronquiectasia. El primer caso que involucré a Gordonia rubripertincta fue una
infecciébn pulmonar en una mujer inmunodeprimida cuyo diagnéstico fue
confundido con el de Tuberculosis. También han sido reportadas septicemias
ocasionadas por catéteres, infecciones del sistema nervioso central e infecciones
cutaneas donde el agente causal ha sido Gordonia terrae (Arenskotter et al., 2004;
Goodfellow & Maldonado, 2006).

A pesar del aumento de reportes de infecciones causadas por Gordonia, se ha
subestimado la importancia clinica de este género ya que ademas muchos casos
son mal diagnosticados sefialando como agentes causales a especies de los
géneros Mycobacterium y Nocardia. Por esta razon es sumamente limitada al dia
de hoy la informacion que se tiene sobre los factores potenciales de virulencia de
los patdgenos oportunistas ya mencionados (Arenskotter et al., 2004; Goodfellow
& Maldonado, 2006).

Importancia ambiental e industrial

A diferencia de la poca informacion que existe acerca de los patdgenos
oportunistas del género Gordonia, existe mas informacion con respecto a los
posibles beneficios de este género. Gordonia es un excelente candidato para
procesos de biorremediaciéon por su capacidad para degradar hidrocarburos
sustituidos y no sustituidos asi como contaminantes toxicos ambientales, algunos
xenobidticos y algunos compuestos naturales que no son facilmente
biodegradables. Varias especies cuentan con la capacidad de degradar o
modificar hidrocarburos alifaticos y aromaticos, compuestos aromaticos
halogenados, benzotiofeno, nitrilo, poliisopreno, xileno y varios mas. La
incorporacion de las cadenas largas alifaticas de los acidos micélicos en la pared
celular estd asociada con la hidrofobicidad y adhesién a superficies, por lo que

puede jugar un papel muy importante en la degradacién de contaminantes
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hidrofobicos. Ejemplos de esta habilidad es el crecimiento y adhesion de varias
cepas de Gordonia durante los procesos de degradacion del caucho y la utilizacién
de hidrocarburos hidrofébicos por varias especies de este género (Kim et al.,
2000, 2003; Arenskotter et al., 2004).

Un ejemplo muy importante de la degradacion de xenobioticos por Gordonia es la
transformacion de s-triazinas que son usadas como herbicidas como el caso de la
atrazina y simazina que son considerados contaminantes del medio ambiente. De
la cepa Gordonia rubripertincta DSM 10347 se encontr0 una enzima Unica
(triazina-hidrolasa) capaz de declorinar la atrazina asi como de desaminar

melaninas y compuestos relacionados (Mulbry, 1994).

Ademas del posible uso de Gordonia en procesos de biorremediacion, la industria
también tiene un especial interés en dicho género, especialmente en el
procesamiento de combustibles fésiles por la capacidad de algunas especies de
modificar compuestos heterociclicos. Debido a las regulaciones actuales sobre el
contenido de sulfuro en la gasolina para reducir sus emisiones al medio ambiente,
el uso de microorganismos como Gordonia es una alternativa a los procesos
convencionales de hidrodesulfuracion utilizados en las refinerias. El dibenzotiofeno
(DBT por sus siglas en inglés) es considerado como el compuesto representativo
de la fraccion aromatica sulfurada del carbon y del petrdleo crudo. Algunas
especies del género Gordonia tiene la habilidad de desulfurar el DBT como se
indicé en la Tabla 5 (columna “Sitio de aislamiento”). Algunas especies también
producen una gran variedad de compuestos los cuales tienen distintas utilidades
como L-lisina y otros aminoacidos y agentes biotensoactivos (De los Reyes et al.,
1998; Abbad-Andaloussi et al., 2003).

Varias especies del género Gordonia forman colonias con pigmentos rojizos,
indicando su capacidad para sintetizar cantidades importantes de carotenoides

(Fig. 24). Gordonia jacobaea por ejemplo, fue aislada por su capacidad de producir
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Fig. 24. Mutantes inducidos de Gordonia polyisoprenivorans con biosintesis modificada de
carotenoides. En la imagen se pueden apreciar los mutantes 44-07 y 49-05 con una sintesis
defectuosa; los mutantes 33-45 y 38-33 muestran una coloracion ligera distinta a la cepa silvestre y
en el mutante 47-46 se aprecia la obvia sobreproduccién de un carotenoide rojo. Imagen
modificada de Arenskétter et al., 2004.

enormes cantidades de carotenoides y fue la primera especie del género Gordonia
caracterizada debido a su biosintesis de carotenoides. De hecho, 2 compuestos
carotenoides extraidos de Gordonia jacobeae estan aprovados por la Agencia de
Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en inglés, Food and Drug
Administration) como aditivos en alimento para ganado y para peces (Armstrong,
1994; De Miguel et al., 2000, 2001).

Un aspecto negativo de gran relevancia del género Gordonia es la capacidad
surfactante de Gordonia amarae pues junto con algunas especies de
Mycobacterium 'y Skermania piniformis (otro miembro del suborden
Corynebacterineae y que se menciona en paginas posteriores) es la principal
formadora de espuma en lodos activados de plantas de tratamiento de aguas

residuales lo que implica una baja en el rendimiento del reactor biolégico por la
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reduccién en la transferencia de oxigeno, mayor demanda de éste y genera una
mayor cantidad de solidos suspendidos y su subsecuente dispersién (Goodfellow
et al., 1997).

A pesar de lo metabdlicamente activo que es el género Gordonia con sus
potenciales implicaciones en biorremediacion, biodegradacion, biotransformacion y
produccién de compuestos de gran utilidad humana, la manipulacion genética del
género es aun muy limitada. Sin embargo, parece ser que el futuro uso de
Gordonia estara también restringido por estudios de los factores de virulencia de
las especies patogenas reportadas (Arenskotter et al., 2004; Goodfellow &
Maldonado, 2006).
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4.6 Tsukamurella

Generalidades

El género Tsukamurella comprende bacterias aerobias, parcialmente &cido-alcohol
resistentes que carecen de motilidad, no esporulan y forman bacilos desde rectos
hasta ligeramente curvados que se organizan en pares, masivamente o0 solos;
también hay elementos cocobacilares. Poseen un metabolismo oxidativo y son
catalasa positivas. Las colonias que forman van desde el color crema hasta el
anaranjado, son convexas y de apariencia seca. Su contenido de guanina-citocina
en el DNA es de entre 67 y 74% (Collins et al., 1988; Goodfellow & Maldonado,
2006).

Filogenia y taxonomia

Antes de que se utilizara como herramienta taxondmica el gen 16S rRNA se tenia
establecido restringir especies dentro del género Corynebacterium que se
caracterizaran por la presencia de acido meso-diaminopimélico y arabinogalactano
en la pared celular, que contuvieran acidos micélicos de cadenas cortas (entre 22
y 36 atomos de carbono) y menaquinonas dihidrogenadas con entre ocho y nueve
unidades de isopreno, asi como con un contenido de guanina y citocina en su
DNA entre 51 y 67%. Por esa razén, originalmente se clasific6 una actinobacteria
aislado de micetomas y de chinches como Corynebacterium paurometabolum, sin
embargo, poseia acidos micoélicos con cadenas inusualmente largas de entre 68 y
76 atomos de carbono altamente insaturadas. Mas adelante, se reporté un caso
similar de una actinobacteria con acidos micélicos de cadenas largas altamente
insaturadas el cual se clasific6 como Rhodococcus aurantiacus. Ademas de
poseer acidos micolicos altamente insaturados, Corynebacterium paurometabolum
y Rhodococcus aurantiacus eran distintos de otras especies del género asignado
por la produccion de multiprenil menaquinonas con cadenas laterales insaturadas

mientras que miembros de los géneros Corynebacterium, Mycobacterium,
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Nocardia y Rhodococcus invariablemente sintetizan menaquinonas con cadenas

laterales parcialmente saturadas (Collins et al., 1988).

Después de hacer un analisis de las secuencias del gen 16S rRNA de
C. paurometabolum y R. aurantiacus se determindé que ambas especies estaban
relacionadas en una proporcion mayor al 99% y eran distintas de los géneros
Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus por lo cual se propuso
gque ambas especies fueran clasificadas como la especie Tsukamurella
paurometabolum familia Tsukamurellaceae (Collins et al., 1988). Al presente afo,
el género cuenta con diez especies (Fig. 25; NCBI).

95° _ Nocardia asteroides DSM 437577 (X8060E) L i
ag* Nocardia brevicatana DSM 430247 ( AF420040) Nocardia
Nocardia farcinica DSM 436657 (AF430033) J
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. - Rhodococcus arythropolis DSM 430887 (X70280)
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1 62 Rhodococous zoofii DEM 441087 (AF101243) Rhodococcus
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U_L  Rhodecoccus rhedochrous DSM 432417 (X79288)
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Fig. 25. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16s rRNA que muestra la relacion de
los géneros Nocardia, Rhodococcus, Wlliamsia, Gordonia, Skermania, Dietzia, Tsukamurella,
Mycobacterium y Corynebacterium dentro del suborden Corynebacterineae. En letras negritas se
sefialan las especies tipo de cada género. Imagen tomada de Goodfellow & Maldonado, 2006.

72



Caracteristicas de la pared celular

El péptidoglicano de la pared celular del género Tsukamurella tiene &cido meso-
diaminopimélico, la fraccion de glicanos contiene residuos N-glicolil. Los
principales azlcares son arabinosa y galactosa. Contiene acidos micélicos de
cadenas largas (con entre 62 y 78 atomos de carbono) con entre uno y seis dobles
enlaces. Los ésteres de los &cidos micdlicos tienen entre 20 y 22 atomos de
carbono. Las cadenas largas de los acidos grasos celulares son principalmente
cadenas rectas saturadas, monoinsaturadas y 10-metil ramificadas. Las
menaquinonas unicas con compuestos insaturados con predominio de 9 unidades
de isopreno. Los principales lipidos polares son difosfatidilglicerol,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y monodiacil y diacil fosfatidilinositol
dimanosidas. Hay especies que producen glicolipidos (Collins et al., 1988;
Goodfellow & Maldonado, 2006).

Habitat

Las especies conocidas de Tsukamurella han sido aisladas de lodos activados, de
artréopodos, de material clinico y del suelo (Goodfellow & Maldonado, 2006;
Almeida et al., 2010).

Patogenia

Se han reportado casos de sepsis asociadas a catéteres, infecciones cutaneas,
meningitis y patologias pulmonares ocasionadas por Tsukamurella. La
colonizacion del tracto respiratorio se ha observado tanto en pacientes con
inmunodeficiencias como con los que no las tienen pero ambos con enfermedades
cronicas en los pulmones. La primera especie patdgena en identificarse fue
Tsukamurella paurometabola asociada con casos de meningitis mortal e
infecciones por catéteres. Mas adelante se relacionaron también con este tipo de
infecciones a las especies Tsukamurella pulmonis vy Tsukamurella
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tyrosinosolvens, las cuales junto con Tsukamurella inchonensis se les relaciona
también con infecciones pulmonares (Goodfellow & Maldonado, 2006).
Recientemente a Tsukamurella pulmonis y Tsukamurella tyrosinosolvens se les

ha asociado con infecciones oculares (Almeida et al., 2010).

No existe informacion a la fecha acerca de los factores de virulencia de estas
especies consideradas hasta el momento como patdgenos oportunistas, sin
embargo, recientemente se secuencié el genoma completo de Tsukamurella
paurometabola, con lo que se espera mayor informacion al respecto de la
patogenia del género conforme se hagan comparaciones genémicas y se termine

el ensamblaje del genoma (NCBI).

Importancia industrial y ambiental

No existe actualmente informacion sobre las implicaciones que pudiese tener el
género Tsukamurella sobre el medio ambiente o sobre posibles aplicaciones que
pudiese tener para la industria, sin embargo, con la reciente secuenciacion del
genoma completo de Tsukamurella paurometabola seguramente existira una

mayor informacion al respecto en los proximos afnos.
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4.7 Dietzia

Generalidades

Las especies del género Dietzia son bacterias aerobias que no son acido-alcohol
resistentes, no esporulan, son catalasa positivas y forman cocos que desarrollan
bacilos cortos o bacilos que al dividirse forman la tipica forma de “V”. Las cepas
son quimioorganotroéficas, cromdgenas y cuentan con un metabolismo oxidativo.
En medios de cultivo sélidos pueden apreciarse colonias circulares, elevadas o
convexas, entre naranjas y rojizas muy brillantes con bordes enteros (Fig. 26). El
contenido de guanina-citosina de su DNA oscila entre el 66 y 73% (Goodfellow &
Maldonado, 2006; Koerner et al. 2009).

D. maris D. kunjamensis D. cinnamea D. papillomatosis

-y

R. equi D. psychralcaliphila R. equi D. natronolimnaea

Fig. 26. Expresion de pigmentos por Dietzia maris, Dietzia kunjamensis, Dietzia psychralcaliphila,
Dietzia cinnamea, Dietzia papillomatosis y Dietzia natronolimnaea después de 48 horas de
incubacioén a 36° C en agar Iso-Sensitest. Imagen modificada de Koerner et al., 2009.
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Filogenia y taxonomia

Dietzia fue un género propuesto por Rainey et al. (1995) para dos
microorganismos clasificados primero como Flavobacterium maris (1929) y mas
adelante como Rhodococcus maris (1982) ahora identificados como Dietzia maris.
El género actualmente cuenta con 10 especies que son: Dietzia cercidiphylli,
Dietzia cinnamea, Dietzia dagingensis, Dietzia kunjamensis, Dietzia maris, Dietzia
natronolimnaea, Dietzia papillomatosis, Dietzia psychralcaliphila, Dietzia schimae y
Dietzia timorensis. El género forma un clado distinto en el arbol filogenético del
suborden Corynebacterineae construido con secuencias del gen 16s rRNA (Fig.
27; Rainey et al., 1995; Koerner et al., 2009; NCBI).

75| Dietzia natronolimnasa DSM 448607 (X92157)
‘Digtzia dagingensis’ DSM 44748 (D0Q125943)

‘Dheizia cercidiphylli” YIM 65002 (EU3755846)

Dicezia psychralealiphila DSM 448207 (ABO49630)

Dietzia maris DSM 436727 (70200,

‘Dictzia schimae” YIM 65001 (EU3T5845)

Dietzia kunjamensis K30- 107 (AY972480)

o9 Dietzia papillomatosis DSM 449617 (AY643401)
57 Dietzia cinnamea IMMIB RIV-339T ( AJ920289)
—— “Dietzia timorensis’ NBRC 104184 (AB377289)
Tsukamurella paurometabola DSM 201627 (Z46751)
58| Smaragdicoccus nitgatensis DSM 4488 1T (AB243007)

Segniliparus rotundus CIP 1083787 (AY608918)

Rhodococeus rhodochrous DSM 432417 (X79288)

Williamsia muralis DSM 443437 (Y17384)

Nocardia asteroides DSM 437577 (X84850)

Millisia brevis DSM 44463T (AYS534742)

Skermania piniformis DSM 439987 (Z35435)

Gordonia bronchialis DSM 432477 (X79287)

Mycobacteriwm tuberculosis ATCC 272047 (X52017)
Corynebacterium diphtheriae DSM 441237 (X54248)

Turicella otitidis DSM 88217 (X73976)

o9

100

Fig. 27. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16s rRNA que muestra la
composiciéon del clado de Dietzia y su relacién con otros géneros representativos del suborden
Corynebacterineae. Imagen modificada de Koerner et al. (2009).
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Caracteristicas de la pared celular

La fraccion de glicanos contiene residuos del tipo “N-acetil” (a4cido N-
acetilmuramico). Los azlcares mayoritarios de la pared celular son arabinosa y
galactosa. Se encuentran presentes acidos micdlicos de cadena corta (34-38
atomos de carbono) con hasta un doble enlace. Los &cidos grasos de cadena
larga de la membrana celular son compuestos predominantemente de cadenas
rectas saturadas y no saturadas y esta presente el acido tuberculoestearico. La
principal menaquinona es dihidrogenada con 8 unidades de isopreno. Los lipidos
mas polares son los difosfatidilgliceroles; la fosfatidiletanolamina y la
fosfatidilinositol manosidas estan ausentes (Goodfellow & Maldonado, 2006;
Koerner et al., 2009).

Habitat

Las especies del género Dietzia se han aislado de varios sitios. Esta documentado
gue se han encontrado en suelo, piel humana, tracto digestivo de una carpa y en
sedimentos marinos profundos. Inclusive, se ha aislado Dietzia de lagos con
salinidad moderada y aguas alcalinas. Los sitios de mayor relevancia de donde se
ha aislado Dietzia son de un yacimiento petrolifero y de pacientes con infecciones
agudas (Duckworth et al., 1998; Bemer-Melchior et al., 1999; Yumoto et al., 2002;
Goodfellow & Maldonado, 2006; Koerner et al., 2009;).

Patogenia

Las especies Dietzia cinnamea, Dietzia maris y Dietzia papillomatosis son de
relevancia clinica pues Dietzia maris ha sido asociada como un potencial patégeno
invasivo en humanos siendo el primer caso aquel de un paciente inmunodeprimido
con septicemia (Bemer-Melchior et al., 1999). De manera similar, Dietzia

papillomatosis ha sido asociada con una afecciébn de la piel mientras que
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Dietzia cinnamea se recuper6 de la piel de un paciente que recibia trasplante de
médula 6sea (Koerner et al., 2009).

De manera similar a los dos géneros anteriores, no existen estudios especificos
para identificar los posibles factores de virulencia de las especies oportunistas
mencionadas anteriormente, sin embargo, se sabe que al igual que para algunas
especies de Corynebacterium colonizadoras de la piel humana, Dietzia cinnamea,
Dietzia maris y Dietzia papillomatosis son capaces de oxidar una gran variedad de
n-alcanos y de iso-alcanos, siendo algunos n-alcanos productos de excrecion de la
piel humana lo que estaria proporcionando la fuente de carbono necesaria para su
establecimiento y propagacion. El aislamiento de Dietzia papillomatosis se ha
asociado con la proteina C reactiva (CRP por sus siglas en inglés, C-Reactive
Protein) a pesar de que no existe evidencia exacta sobre el patomecanismo de
invasion. Un posible patomecanismo podria ser la secrecion de metabolitos o
enzimas por parte de Dietzia papillomatosis lo que induce una respuesta que se
manifiesta como proteina C reactiva. Este tipo de respuesta ha sido recientemente
reportada en varias patogenias de piel como en la dermatitis seborreica y la caspa
causadas por el hongo Malassezia globosa, lo que daria soporte a la hipotesis del
patomecanismo en Dietzia. La pared celular contiene acido tuberculoestearico, un
componente del lipoarabinomanano que forma parte de la membrana celular y que
son un estimulante del Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a del inglés; Tumour

Necrosis Factor) en macrofagos humanos (Koerner et al., 2009).

Importancia ambiental e industrial

Cada dia existe mas evidencia experimental que indica que especies del género
Dietzia juegan un papel muy importante en la degradacion de varios hidrocarburos
y por lo tanto podrian ser de utilidad en procesos de biorremediacion al igual que
para los géneros Gordonia y Rhodococcus. Dicha capacidad degradadora se ha
observado en las especies Dietzia cinnamea, Dietzia maris, Dietzia

natronolimnaea y Dietzia psychralcaliphila, al actuar sobre compuestos aromaticos
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como el naftaleno, el fenantreno, el benzoato, el tolueno, el carbazol y la quinolina
(Szvetnik et al., 2010).

Ademés del gran potencial de Dietzia en biorremediacion, estas bacterias con
pigmentos naranja-rojizos son fuentes valiosas de varios carotenoides como se
observa previamente en la figura 26. A pesar de que es poco lo que se sabe de la
produccién de carotenoides de distintas cepas, se han logrado aislar genes para la
sintesis de cantaxantina de la cepa Dietzia sp. CQ4 (Tao et al., 2007) ademas de
optimizar la produccion de carotenoides en Dietzia natronolimnaea HS-1
(Khodaivan et al, 2007). Un reporte reciente demostré la efectiva
biotransformacion de tetrahidrocannabinol por la cepa Dietzia sp. ENZHR1 lo que
sugiere que las alcano-oxigenasas de especies de este género bien podrian tener

un papel importante en la sintesis de nuevos farmacos (Rashidi et al., 2009).

Es importante mencionar que para aplicar ambiental e industrialmente todo lo
referido con anterioridad son necesarios analisis mas detallados, asi como una
mayor habilidad para la manipulacion genética de Dietzia spp. La carencia de
publicaciones, incluyendo el empleo de herramientas para la manipulacion
genética Optima de este posiblemente importante grupo de bacterias deberan de
incluir el empleo, previa identificacion de vectores de clonacién (usualmente
plasmidos), que sean exclusivos de las especies del género lo que favorecera
precisamente el manipuleo genético con consecuencias biotecnologicas (Szvetnik
et al., 2010).
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4.8 Skermania

Generalidades

Skermania con su hasta ahora Unica especie Skermania piniformis son bacterias
aerobias, no acido-alcohol resistentes, que carecen de movilidad y forman un
extenso micelio que no fragmenta. La presencia de ramificaciones secundarias
son muy raras, escasas 0 inexistentes. Las hifas aéreas no son visibles para el ojo
pero aquellas cortamente ramificadas o sin ramificaciones si logran observarse
con el uso del microscopio. Skermania cuenta con un metabolismo oxidativo
siendo catalasa positivas. Las colonias son anaranjadas, opacas,
macroscopicamente secas y microscopicamente viscosas, son circulares con
bordes enteros. El contenido de guanina-citosina del DNA de su genoma es de
67.5% (Chun et al., 1997; Goodfellow & Maldonado, 2006).

Filogenia y taxonomia

El género Skermania pertenece a la familia Gordoniaceae. En un principio a
Skermania se le conocia como microorganismos en forma de pino (PTLO por sus
siglas en inglés). El apelativo PTLO se asigné debido a la morfologia microscopica
caracteristica de aspecto similar a los arboles. La Unica especie, asignada como
Nocardia pinensis fue posteriormente transferida al género Skermania al no
compartir caracteristicas con el resto de Nocardia. Gracias a analisis fenotipicos y
guimiotaxonomicos se llegé a la conclusion que Nocardia pinensis no estaba tan
relacionado con el género Nocardia. Fue entonces que se propuso clasificar a esta
actinobacteria como Skermania piniformis dentro de la familia Nocardiaceae. Mas
adelante se reclasificd el género Skermania dentro de la familia Gordoniaceae con
el analisis también de la secuencia del gen 16S rRNA (Fig. 28; Soddell & Seviour,
1998).
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100%Gordonia nitida DSM 444007 (AF148047)
987 Gordonia alkanivorans DSM 443607 (Y1 B054)
85"\ Gordonia wastfalica DSM 442157 (AJ312007)
| Gordonia rubropartincta DEM 421077 (A0E32)
1 Gordonia namibiansis DSM 445687 (AF2300930)
Gordonia amicalis DSM 444617 (AF1014418)
it Gomdonia desulfuricans DSM 444627 (AF1 01 416)
53 Gordonia sithwaniensis DSM 445767 (AJ416151)
; Gordonia hydrophobica DSM 440157 (ET340G
Gordonia terrae DSM 432407 (X70286) .
Gordonia paraffinivorans DSM 446047 (AF422248) Family
Il g Gordomia hirstuta DSM 441407 (X03485) Gordoniaceas
004 Gordonia amarae DSM 433027 (X00635)
100 Gordonia sputi DSM 438067 (X80824)
! Gomlonia aichiansis DSM 430787 (X20633)
74p . Gordenia bronchialis DSM 432477 (479287)
Gomonia rhizosphara DEM 443837 (ABDO4T20)
Gordonia polyisopranivomans DSM 442027 (Y1 8310)
Gordonia sinasediz DSM 444557 (AF320024)
Skormania piniformis DSM 439987 (AJ416152)
g Willamsia maris DSM 448037 (AB010009)
' Williamsia murale DSM 443437 (Y17384)

Fig. 28. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16s rRNA que muestra la relacion del
género Skermania y su Unica especie con géneros relacionados de la familia Gordoniaceae dentro
del suborden Corynebacterineae. Imagen modificada de Chun et al. (1997).

Caracteristicas de la pared celular

La pared celular de Skermania contiene una importante cantidad de acido meso-
diaminopimélico, arabinosa, galactosa, glucosa, ribosa y acido muramico N-
glicolado.  Sus  principales lipidos polares son  difosfatidilglicerol,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y fosfatidilinositol mandésidos. Sus &acidos
grasos son saturados e insaturados de cadena recta y también contiene acido
tuberculoestearico, acidos micolicos con entre 58 y 64 atomos de carbono con
cadenas laterales monoinsaturadas y menaquinonas hexahidrogenadas con ocho
unidades de isopreno de las cuales las dos ultimas estan cicladas, caracteristica
gue antes se creia solo unica del género Nocardia (Chun et al., 1997; Goodfellow
& Maldonado, 2006).
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Habitat

Skermania piniformis se ha encontrado frecuentemente en gran abundancia en la
superficie de los tanques de aireacidbn de plantas de tratamiento de aguas
residuales al igual que géneros de actinobacterias mencionados previamente. Sin
embargo y a diferencia de esos géneros, Skermania piniformis no se ha logrado
aislar de ningun otro habitat. Evidentemente, esta situacion limita, de manera
clara, la cantidad de estudios al no parecer encontrarse diversificados en otros

ambientes o ecosistemas (Chun et al., 1997).

Patogenia

No existe informacion hasta el momento acerca de la patogenia del género

Skermania.

Importancia industrial y ambiental

Como se menciond en el capitulo referente al género Gordonia, la formacion de
espuma en los lodos activados de las plantas de tratamiento de aguas residuales
es un gran problema a nivel mundial con implicaciones tanto ambientales como
econdmicas. Junto con Gordonia amarae y algunas especies de Mycobacterium,
Skermania piniformis es de las principales actinobacterias responsables de este
problema. Sin embargo, y como se menciona previamente, hacen falta estudios
extensivos con respecto a la distribucion de Skermania, inclusive en lo que parece

ser su Unico habitat (Eales et al., 2006).
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4.9 Williamsia

Generalidades

El género Williamsia comprende bacterias aerobias, que no esporulan, no son
acido-alcohol resistentes, son quimioheterétrofas y que forman bacilos cortos con
elementos cocoides. A través de microscopia electronica puede observarse una
superficie con vellosidades alrededor de cada célula, mas no en tinciones
negativas. El contenido de guanina-citosina de su DNA se encuentra entre los 64 y
65% (Kampfer et al., 1999; Goodfellow & Maldonado, 2006).

Filogenia y taxonomia

Dentro de una guarderia en Finlandia se aislé por primera vez una actinobacteria
desconocida denominada “cepa MA140/96“ a la que se le hicieron pruebas
fenotipicas y quimiotaxondmicas, lo que la relaciond con el suborden
Corynebacterineae, mas especificamente con el género Gordonia. El andlisis del
gen 16S rRNA concluyo6 que dicha cepa no era una especie del género Gordonia,
de hecho, por las pruebas quimiotaxonémicas se encontré que dicha cepa podia
ser facilmente distinguida de las especies de Gordonia por la longitud de sus
acidos micolicos. La combinacion de toda la informacion recopilada determiné que
la cepa MA140/96" ameritaba ser reconocida como un nuevo género dentro del
suborden Corynebacterineae clasificandola como Williamsia muralis (Fig. 29;
Kampfer et al., 1999; Goodfellow & Maldonado, 2006).
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100" Gordonia nitida DSM 444007 (AF148047)
987 Gordonia alkanivorans DSM 443697 (Y18054)
95" © Gordonia wastfalica DSM 442157 (4)312007)
| Gordonia rubropertincta DSM 4231077 (o032
1 Gordonia namibiansis DSM 445687 (AF220030)
Gomdonia amicalis DSM 444617 (AF101448)
it Gomdonia desulfuricans DSM 444627 (AF1 01 416)
63 Gaordonia sthwaniansis DEM 445767 (AJ416151)
’ Gordonia hydrophobica DSM 440157 (XET240)
Gordonia tarrae DSM 422407 (X70236) .
Gordonia paraffinivorans DSM 446047 (AF432248) Family
Il g Gordoria hirstuta DSM 444407 (X03485) Gordoniaceae
99" Gordonia amarae DSM 4323027 (XA0E35)
1007 Gordonia sputi DSM 438067 (X80E834)
I Gomlonia aichiansis DSM 430787 (XR0E33)
74P Gaordonia bronchialis DSM 432477 (4T9287)
Goydonia rhizosphara DEM 443837 (ABRDO4T2)
Gordonia polvisopranivorans DSM 443027 (Y1 83100
Gordonia sinasadis DSM 4446587 (AF280024)
Skarmania piniformis DSM 439987 (AJA16152)
9" Wiliamsia mars DSM 448037 (ABO10A0G)
| Williamsia murale DSM 443437 (Y17344)

Fig. 29. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16s rRNA que muestra la relacion del
género Williamsia con géneros relacionados de la familia Gordoniaceae dentro del suborden
Corynebacterineae. Imagen modificada de Goodfellow & Maldonado, 2006.

Caracteristicas de la pared celular

La pared celular del género Williamsia contiene acido meso-diaminopimeélico y los
azucares principales son arabinosa, galactosa, manosa y ribosa. Posee acidos
micélicos de cadena corta con entre 50 y 56 atomos de carbono. Los acidos
grasos que contiene son de cadena recta tanto saturados como insaturados.
Contiene acido tuberculoestearico en grandes cantidades (mas del 20% de todos
los acidos grasos celulares); los principales lipidos polares son
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol y difosfatidilglicerol. Una 9-
dihidromenaquinona con una unidad de isopreno es la Unica que se encuentra

presente en el género Williamsia (Kampfer et al., 1999).

Habitat

Al igual que con el género Skermania, poco se conoce con respecto a la

distribucion de Williamsia en distintos ecosistemas. La primera cepa se aislé de
84



una pared de una guarderia en Finlandia y la especie Williamsia maris se recuperé
de sedimento del mar de Japon. El aislamiento de una tercera especie, Williamsia
marianensis de la Trinchera de las islas Marianas, sugiere que estos
microorganismos estan presentes en habitats acuaticos aunque también se han
reportados especies en pacientes como W. deligens (Kampfer et al., 1999; Stach
et al., 2004; Yassin & Hupfer, 2006;).

Patogenia

No existe informacion hasta el momento sobre la patogenia del género Williamsia.

Importancia industrial y ambiental

No existe actualmente informacion sobre las implicaciones que pudiese tener el
género Williamsia sobre el medio ambiente o posibles aplicaciones que pudiese

tener para la industria.
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4.10 Seqniliparus

Generalidades

El género Segniliparus comprende bacterias aerobias, acido-alcohol resistentes
gue no esporulan ni desarrollan micelios aéreos, carecen de motilidad y tienen
forma bacilar aunque ocasionalmente adquieren la forma de V pero sin presentar
ramificaciones. Son colonias redondas, suaves y cremosas que carecen de
pigmentos y no son fotocromégenas. El contenido de guanina-citosina de su DNA
es de entre 68 y 72% (Fig. 30; Butler et al., 2005).

Fig. 30. Cepa CDC 1076" (Segniliparus rotundus) observada por microscopia electrénica. Imagen
modificada de (Butler et al., 2005).

Filogenia y taxonomia

Las cepas CDC 1076", CDC 413, CDC 945" y CDC 606 (crecimiento rapido y
acido-alcohol resistentes) se aislaron a partir de material biolégico humano en el
Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de E.E.U.U. (CDC por
sus siglas en inglés) y designadas como “actinobacterias no identificables”. El
analisis del gen 16S rRNA establecié una gran relacion genética entre las cepas
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CDC 1076" y CDC 945" con especies de los géneros Dietzia, Tsukamurella,
Skermania, Gordonia, Mycobacterium y Rhodococcus (Fig. 31; Butler et al., 2005).
Con base en estas relaciones genéticas asi como la informacién de andlisis
guimiotaxonémicos, fenotipicos, pruebas bioquimicas y de susceptibilidad
microbiana respaldaron la creacion de una nueva familia conteniendo un nuevo
género y al que se denomind Segniliparus. El género actualmente cuenta con dos

especies, Segniliparus rotundus y Segniliparus rugosus (Butler et al., 2005).

Gordonia spuli DSM 438967 (XB0634)
Gordonia amarae ATCC 278087 (AF020330)
Gordonia hydrophobica DSM 440157 (X87340)
Gordonia terrae ATCC 255047 (X81922)
Williamsia muralis DSM 443437 (Y17384)

Nocardia asteroides ATCC 192477 235934}
| T Wocardia brasitensis ATCC 19296 (236935)
Mocardia transvalensis DSM 434057 (XB0G09)
. NOCARia seniclae ATCC 439937 (XB0592)
Nocardia crassostreae ATCC TO04187 tZST‘EVEB_Ir
Tsukamurela pavometabola DSM 201627 (XB0G628)
Dietzia maris DSM 436727 (X79290)
r Corynebaclenum favescens CIP 69,57 {KEZOEO!'
L Corynebaclerium kutscheri ATCC 156777 (D37802)
— M‘Gﬂﬂ:fcladum simige ATCC 252757 &52931! .
clenum fuberculosis ATCC 272047 (X55588)
L Mycobacterium fortuitum ATCC 68417 (X52933)
CDC 9457 (AY608920)
J"mc 606 (AYE08921)
L ,cDC 1076" (AYG08918)
CDC 413 (AYE08319)

Rhodococcus equ ATCC 69397 (XB0G14)

Rhodococcus globerulus DSM 439547 (XBOG19)
Rhodococcus erythropolis ATCC 42777 (x819249)
Rhodococcus marmonanscens ATCC 156537 (XB1033)
Rhodococcus opacus DSM 432057 (X80630)

Rhodococcus fascians ATCC 350147 (X81932)
Rhodococcus coprophilus ATCC 290807 (XB1928)
Rhodococcus rhodochrous ATCC 2717 (XB'IQE'I ]

Rhodococcus zopfil ATCC 513497 (X81934)
Rhodococcus rhodnii ATCC 350717 (X81935)
Skermamia piniformis DSM 439987 (AJ416152)

Fig. 31. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16s rRNA que muestra la relaciéon de
las cepas CDC 1076', CDC 413, CDC 945" y CDC 606 con géneros relacionados dentro del
suborden Corynebacterineae. Imagen modificada de Butler et al. (2005).

Caracteristicas de la pared celular

La pared celular del género Segniliparus contiene acidos micolicos, acido
tuberculoestearico y acido meso-diaminopimélico. Las Unicas dos especies del

género Segniliparus poseen la misma composicion de acidos grasos con acidos
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grasos importantes con cadenas de 10, 14 y 16 a4tomos de carbono. Los &cidos
micolicos tienen cadenas de 24 atomos de carbono de acido metil éster. Los
microorganismos también cuentan con grupos funcionales no polares sin oxigeno

de gran masa molecular (Butler et al., 2005).

Habitat

Debido al lugar de donde se aislaron las especies que actualmente comprenden al
género, no existe mayor informacién con respecto a la distribuciéon de Segnilliparus
en los distintos ecosistemas. Segnilliparus rotundus y Segnilliparus rugosus, sin
embargo, fueron aisladas de la regién nasal de un paciente, de una muestra de
esputo de otro y de un lavado bronquial. Esta es la Unica informacion clinica

reportada al respecto (Butler et al. 2005).

Patogenia

De acuerdo con estudios filogenéticos, existe una estrecha relacion entre las
especies Segnilliparus rotundus y Segnilliparus rugosus con Rhodococcus equi
(Figura 26). Sin embargo, no se han estudiado ni identificado factores especificos
de virulencia de en Segnilliparus (Butler et al., 2005). Evidentemente, por tratarse
de un género de reciente descubrimiento, la informacion es adn sumamente

limitada.

Importancia industrial y ambiental

Actualmente no existe informacién sobre las implicaciones del género Segniliparus
en el medio ambiente ni tampoco si pudiera existir algun impacto en las industrias

mencionadas.
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4.11 Millisia

Generalidades

La Unica especie Mycobacterium brevis, es aerobia, acido-alcohol resistente,
carece de movilidad, catalasa positiva, no formadora de esporas y en forma de
bacilos con ramificacién rudimentaria angulada hacia la derecha que contiene
granulos de almacenamiento de polifosfatos. Las colonias son de color rosa-
salmon irregulares con margenes filamentosos escasos. Existe formacion de hifas
aéreas no ramificadas en agar extracto de levadura y glucosa. Las colonias son
ademas secas en apariencia pero suaves en textura sin formar pigmentos
difusibles. El contenido de guanina-citosina de su DNA es de 64.7% (Soddell et al.,
2006).

Filogenia y taxonomia

Las cepas que dieron origen al género se aislaron de espuma formada en lodos
activados. Los aislados muestran una morfologia de ramificacion rudimentaria
angulada formando colonias filamentosas color rosa-salmon. El analisis del gen
16S rRNA indic6é que ambas cepas (denominadas J81 y J82) podian representar
un nuevo género dentro del suborden Corynebacterineae como se indica en la
figura 32. Las cepas J81 y J82 resultaron estar mas relacionadas con especies del
género Gordonia y el género Skermania. Los estudios quimiotaxonomicos, es
decir los acidos grasos, las quinonas isoprenoides, el acido muramico, los acidos
micélicos, los lipidos polares y los azUcares de la pared celular sugieren la
distincion de los aislados J81 y J82 del resto de los géneros del suborden
Corynebacterineae. Resulta de particular interés mencionar que algo distintivo del
género Millisia es la alta proporciébn de acido oleico en comparacion con la
pequefia proporcién de acido tuberculoestearico, lo que distingue notablemente al
género de las especies representativas de cada género de las actinobacterias con

acidos micélicos (Soddell et al., 2006).
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Fig. 32. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16s rRNA que muestra la relacion
de las cepas J81 y J82 mas adelante validadas como Millisia brevis con otros géneros
representativos del suborden Corynebacterineae. Imagen modificada de Soddell et al. (2006).

Caracteristicas de la pared celular

La pared celular de la unica especie del género Millisia tiene acido meso-
diaminopimélico con arabinosa y galactosa como sus azUcares principales asi
como acido murdmico N-glicosilado, menaquinona dihidrogenada con 8 unidades
de isopreno y acidos micolicos de entre 44 a 52 atomos de carbono. Los lipidos
polares son difosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol vy
fosfatidilinositol mandsidos. Millisia también se caracteriza por la presencia de
acidos grasos en grandes proporciones como el acido oleico (46.5%), el acido

palmitico (26.3%) y el acido palmitoleico (16.8%). En proporciones relativamente
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pequefias se encuentran el acido miristico (1.8%), acido esteérico (2.3%) y el
acido tuberculoestearico (3.0%; Soddell et al., 2006).

Habitat

La Unica especie conocida actualmente fue aislada de lodos activados de una
planta de tratamiento de aguas residuales en New South Wales, Australia por lo
gue son necesarios mas estudios para evaluar la diversidad de este grupo de
microorganismos (Soddell et al., 2006).

Patogenia

De igual manera a la seccion anterior, no existe informacion sobre la patogenia del
género Millisia debido sobre todo a su reciente descubrimiento (Soddell et al.,
2006).

Importancia ambiental e industrial

No existe informacidn actualmente sobre la relevancia que pudiese tener el género
Millisia sobre el medio ambiente o posibles aplicaciones dentro de la industria
(Soddell et al., 2006).
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4.12 Smaragdicoccus

Generalidades

Existe hasta el momento una sola especie descrita del género Smaragdicoccus:
Smaragdicoccus niigatensis. Esta actinobacteria posee una morfologia celular
cocoide y no se ramifica durante sus etapas de crecimiento. Forma colonias
redondas de color verde malaquita y es no esporulado. El contenido de guanina-
citosina del DNA es de 63.7% (Adachi et al., 2007).

Filogenia y taxonomia

Una actinobacteria degradadora de hidrocarburos a la que se denomin6 Hou_Blue
se aislo de un yacimiento petrolero en Japén. Una vez obtenidos y secuenciados
los genes 16S rRNA y gyrB, la cepa mencionada aparecié relacionada con
especies del género Nocardia. Los analisis quimiotaxondmicos, la caracterizacion
del péptidoglicano y el andlisis de los lipidos polares perimitd concluir que la cepa
Hou_Blue pertenecia a la familia Nocardiaceae pero por su perfil de quinonas,
acidos grasos y acidos micolicos se establecio que debia ser clasificada como la

especie representante de un nuevo género (Fig. 33; Adachi et al., 2007).

Caracteristicas de la pared celular

El péptidoglicano de Smaradigcoccus contiene &cido diaminopimélico con
arabinosa y galactosa como azlcares principales y que estan glicosilados. Los
lipidos polares estdn compuestos de difosfatidiglicerol, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol, fosfatidilinositol manosida y algunos glicolipidos inespecificos. Los
acidos micolicos tienen cadenas con entre 43 y 49 atomos de carbono. Los acidos
grasos principales son cadenas rectas saturadas e insaturadas mientras que los
acidos grasos 10-metil-ramificados son practicamente nulos o nulos. Se

encontraron también 2 clases de menaquinonas (Adachi et al., 2007).
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Fig. 33. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16s rRNA que muestra la relacion del
género Smaragdicoccus y su Unica especie con géneros relacionados dentro del suborden
Corynebacterineae. Imagen modificada de Adachi K et al. 2007.

Habitat

La cepa Hou_Blue se recuper6 de suelo de un yacimiento de petréleo en Niigata,

Japon, por lo que tal vez el habitat de otras especies de este género pudiera estar

relacionado con este tipo de sitios (Adachi et al., 2007).
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Patogenia

No existe informacién hasta el momento sobre la patogenia del género

Smaragdicoccus.

Importancia ambiental e industrial

Hasta el momento se sabe que Smaragdicoccus niigatensis tiene la capacidad de
degradar hidrocarburos (Adachi et al., 2007). Sin embargo y al igual con los
géneros de reciente descubrimiento, se requieren mas estudios al respecto para
saber si este microorganismo posee un papel ecoldgico o si podria ser utilizado en

el area de biorremediacion.
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5.- Conclusiones

Por la enorme cantidad de publicaciones que existen en la actualidad, es clara la
importancia del suborden Corynebacterineae dentro de varias areas destacando
en este trabajo el area clinica, ambiental e industrial. Debido a la gran diversidad
de especies dentro del suborden Corynebacterineae, el trabajo se enfocé en las
especies de mayor relevancia de cada género de acuerdo a las areas

mencionadas anteriormente.

El suborden Corynebacterineae contiene a Mycobacterium tuberculosis, la especie
patdgena que mas vidas humanas ha cobrado a lo largo del tiempo, asi como a
otros patégenos del humano tales como Corynebacterium diphtheriae vy
Mycobacterium leprae, responsables de grandes epidemias a lo largo de la historia
de la humanidad.

Actualmente una enorme cantidad de patdgenos oportunistas de estos y otros
géneros como Gordonia, Nocardia, Rhodococcus y Tsukamurella han sido
identificados por lo que su importancia clinica para el humano deberia de ser
considerada con mayor detalle. Es claro, sin embargo, que gracias al estudio de
Mycobacterium tuberculosis durante muchos afios, conocemos las implicaciones
de su pared celular en la patogenia de esta especie, asi como la de
(posiblemente) otros patdgenos pertenecientes al mismo género e incluso al
mismo suborden (excluyendo a Corynebacterium diphtheriae pues su mecanismo
de patogenicidad resulta ser completamente distinto). Es la pared celular de este
grupo bacteriano la que le confiere a dichos patégenos una proteccion intracelular
caracteristica que evita la fusion del fagosoma con el lisosoma, y lo anterior
seguramente podria tener implicaciones en la patogenia de aquellos géneros que

han sido descubiertos recientemente.

La estructura de su pared estd ademas intimamente relacionada con los acidos

micélicos de estos patdgenos, destacando que son precisamente los &cidos
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micolicos los que distinguen al suborden Corynebacterineae de otros subordenes.
No debe descartarse tampoco la presencia de sulfolipidos y glucolipidos
asociados a la pared celular como posibles factores de virulencia en las “nuevas’
especies, pues estos componentes celulares han sido también reconocidos como

causantes de fuertes reacciones inmunoldgicas en el huésped.

Mencion aparte merecen las especies dentro del suborden que no cumplen la
condicion de poseer acidos micélicos como es el caso de Corynebacterium
amycolatum y Corynebacterium kroppenstedtii, muy probablemente debido a que
evolutivamente perdieron los genes responsables de la sintesis de acidos
micllicos, que no necesariamente son requeridos para el crecimiento y
supervivencia de estas especies. Curiosamente, existen investigaciones recientes
con respecto a Corynebacterium kroppenstedtii pues su genoma ha sido

completamente secuenciado.

Como resultado de lo antes mencionado, una gran parte de la investigacion
existente sobre estas bacterias tiene un enfoque meramente clinico, sin embargo,
con el paso del tiempo y debido a las exigencias ambientales e industriales se han
encontrado una gran cantidad de especies de varios géneros que resultan
beneficiosas para el ser humano, como por ejemplo, contrastando con el patégeno
tradicional del género Corynebacterium, C. diphtheriae, C. glutamicum es un

productor de aminoacidos de suma importancia para la industria alimentaria.

De manera similar, existen muchas otras especies que contrastan dentro de un
mismo género que contiene patdbgenos mientras que otras son potencialmente
beneficiosas para la industria y el medio ambiente. Es importante destacar la
palabra “potencialmente” del enunciado anterior pues hace referencia a la enorme
cantidad de especies que pudiesen ser beneficiosas para el ser humano y que sin
embargo, son sélo unas cuantas las que han sido explotadas o estudiadas de

manera incipiente.

96



En este sentido, definitivamente una de las principales herramientas para lograr lo
anterior sera el secuenciamiento del genoma de las especies de interés, pues es
evidente que los géneros Corynebacterium y Mycobacterium que contienen el
mayor nimero de especies secuenciadas dentro del suborden Corynebacterineae
siguen siendo los géneros mas conocidos y explotados. Es necesario entonces un
mayor interés en géneros tales como Dietzia, Gordonia y Rhodococcus que
clinicamente cada dia tienen una mayor y fuerte presencia en nosocomios, pero
de igual manera su presencia es cada vez mayor en el sector industrial. Especies
del género Rhodococcus ya son empleadas de manera comercial en la industria
por lo que no deberian de descartarse aplicaciones no s6lo en la industria sino

también dentro del medio ambiente.

Es claro también que se requieren mas estudios con respecto al género
Skermania. Su Unica especie, Skermania piniformis, es uno de los principales
responsables de la formacién de espumas en lodos activados de las plantas de
tratamiento de aguas residuales, reduciendo de manera importante el rendimiento

de estos reactores biologicos tan importantes en todo el mundo en la actualidad.

Con respecto a los géneros recientemente propuestos como Segniliparus, Millisia
y Smaragdicoccus si bien la informacién acerca de su patogenia y relevancia
industrial y ambiental es practicamente nula, no debe dejarse a un lado la
investigacion sobre las especies de dichos géneros, por ejemplo, en el caso de las

dos especies del género Segniliparus tan relacionadas con Rhodococcus equi.

De acuerdo a los habitats de donde han sido aisladas las Unicas especies de los
géneros Millisia y Smaragdicoccus (lodos activados de una planta de tratamiento
de aguas residuales y de un yacimiento petrolero respectivamente) debe hacerse
una mayor investigacion para hallar posibles beneficios o perjuicios y estudiar las
interacciones de estos microorganismos con su medio ambiente, asi como

posibles aplicaciones de especies de estos géneros.
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Por lo anterior, es de suma importancia no descuidar la parte clinica y continuar la
investigacion para un mejor entendimiento de los factores de virulencia en las
especies oportunistas responsables de nuevas infecciones, pero también se debe
profundizar més en las especies con potencial beneficioso para de esta manera
poderlas explotar adecuadamente, beneficiando asi a diversos sectores y
resolviendo varios problemas ambientales a los que nos seguimos enfrentando dia

con dia.

Finalmente, con este trabajo se espera captar la atencién de estudiantes e
investigadores con intereses en microbiologia resaltando la investigacion que hace
falta, asi como la gran cantidad de proyectos acerca de las actinobacterias del
suborden Corynebacterineae. La informacion reunida a lo largo de este trabajo de
investigacion monografica puede ademas resumirse en el esquema de la figura
final de la siguiente pagina (Fig. 34) que incluye el origen de muchos de los
géneros estudiados en el presente trabajo de investigacion. El esquema ademas
resalta la estrecha relacion de las especies que forman el suborden pues puede
observarse que muchas de éstas han tenido que ser transferidas de un género a
otro a lo largo de su historia, pero esto a su vez ha permitido facilitar el estudio
sistematico de cada género aunque como se ha resaltado, queda claro que aun

falta mucho por investigar.
La Tabla 6 resume las caracteristicas que permitirian diferenciar entre los géneros

gue actualmente estan incluidos en el suborden del presente trabajo de

investigacion.
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Fig. 34. Relacion de especies que fueron transferidas a otros géneros conformando la situacion actual de clasificacién dentro del suborden
Corynebacterineae. No se incluyen aquellos géneros cuyas especies fueron descubiertas y justificaron la formacion de un nuevo género: Millisia,
Segniliparus y Smaragdicoccus).




Tabla 6. Principales criterios de clasificacion quimiotaxonémicos por caracteristicas quimicas de la pared celular

Género Longitud de los &cidos- | Principales azucares de | Acidos grasos | Menaquinonas Lipidos Polares
micolicos la pared celular principales

Corynebacterium | 22-36 atomos de carbono | Arabinosa y galactosa Saturados e | Dihidrogenada con 8-9 | Sulfolipidos especificos,
insaturados de cadena | unidades de isopreno sin | fosfatidilinositol manosidas.
recta con volimenes | unidades cicladas
significativos de acido
palmitico, oléico vy
estearico. Acido
tuberculoestearico
presente

Mycobacterium 60-90 atomos de carbono | Arabinosa y galactosa Saturados e | Dihidrogenada con 8 | Sulfolipidos especificos,
insaturados de cadena | unidades de isopreno sin | fosfatidilinositol manosidas.
recta con volimenes | unidades cicladas
significativos de acido
palmitico 'y oléico.
Acido
tuberculoesteérico
presente

Nocardia 40-64 4tomos de carbono | Arabinosay galactosa Acido Hexahidrogenada con 8 | Difosfatidilglicerol,

Tabla. . Continua

on

~
L

tuberculoestearico

de
Ultimas 2

unidades isopreno

con las

unidades cicladas

fosfatidiletanolamina,
Fosfatidilinositol y monodiacil
y diacil  fosfatidilinositol

dimanosidas

Rhodococcus

30-54 atomos de carbono

Arabinosa y galactosa

Acido
tuberculoestearico

Dihidrogenada con 8-9
unidades de isopreno sin

Difosfatidilglicerol,
fosfatidiletanolamina,
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Tabla 6. Continuacién

unidades cicladas

Fosfatidilinositol y monodiacil
y diacil  fosfatidilinositol

dimanosidas

Gordonia

44-66 atomos de carbono

Arabinosa y galactosa

Acido
tuberculoestearico

Dihidrogenada con 9
unidades de isopreno sin
unidades cicladas

Difosfatidilglicerol,
fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol y
fosfatidilinositol manosidas

Tsukamurella

62-78 atomos de carbono

Arabinosa y galactosa

Saturados e
insaturados de cadena
recta y acido
tuberculoestearico
presente

No hidrogenadas con 9
unidades de isopreno sin
unidades cicladas

Difosfatidilglicerol,
fosfatidiletanolamina,
Fosfatidilinositol y monodiacil
y diacil  fosfatidilinositol
dimanosidas

Dietzia 34-38 atomos de carbono

Arabinosa y galactosa

Saturados e
insaturados de cadena

Dihidrogenada con 8
unidades de isopreno sin

Difosfatidilgliceroles
(fosfatidiletanolamina y

recta y acido | unidades cicladas fosfatidilinositol manosidas
tuberculoesteérico ausentes)
presente
Skermania 58-64 atomos de carbono | Arabinosa y galactosa Saturados e | Hexahidrogenadas con 8 | Difosfatidilglicerol,
insaturados de cadena | unidades de isopreno | fosfatidiletanolamina,
recta y acido | con las ultimas 2 cicladas | fosfatidilinositol y
tuberculoestearico fosfatidilinositol manosida
Williamsia 50-56 atomos de carbono | Arabinosa y galactosa Acido palmitico y acido | 9-dihidromenaquinona Fosfatidiletanolamina,

tuberculoestearico

con una Unica unidad de

isopreno

fosfatidilinositol,

fosfatidilglicerol y
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Tabla 6. Continuacién

difosfatidilglicerol

Segniliparus 24 atomos de carbono Arabinosa y galactosa Saturados e | Informacién no disponible | Informacién no disponible
insaturados con
cadenas rectas de 10,
14 y 16 atomos de
carbono
Millisia 44-52 atomos de carbono | Arabinosa y galactosa Saturados e | Dihidrogenada con 8 | Difosfatidilglicerol,

insaturados de cadena
recta y acido
tuberculoestearico en

menor proporcion

unidades de isopreno sin
unidades cicladas

fosfatidiletanolamina,
fosfatidilglicerol
fosfatidilinositol manosidas

Smaragdicoccus 43-49 atomos de carbono

Arabinosa y galactosa

Saturados e
insaturados de cadena
recta

2 menaquinonas distintas

Difosfatidiglicerol,
fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol,
fosfatidilinositol manosida
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