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GLOSARIO:
16S rRNA: Subunidad ribosomal 16S.

hsp65: Gen gue codifica para una proteina de choque térmico de 65 KDa.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

RNA: Acido ribonucleico.

KDa: Kilodaltons.

NCBI: National Center for Biotechnology Information.

Nocardia: Bacterias filamentosas gram-positivas, aerobias, parcialmente acido alcohol
resistente con tendencia a fragmentarse en formas bacilares y cocoides.

pb: Pares de bases.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
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RESUMEN

ANTECEDENTES: Las especies de Nocardia son aisladas de infecciones cutdneas sobre
todo en pacientes inmunocompetentes. Las pruebas fisioldgicas y bioguimicas son poco
sensibles y especificas para la identificacion y diferenciacion de Nocardia spp., € nimero
de especies capaces de causar enfermedad humana fueron subestimadas cuando la
identificacion se realizaba por estos métodos. Recientemente la identificacion y taxonomia
de Nocardia spp ha meorado con méodos moleculares como la secuenciaciéon de la
subunidad 16S rRNA y el gen hsp65.

OBJETIVO: Clasificar molecularmente a las especies y establecer la variabilidad genética
entre las subespecies de Nocardia, cultivadas de infecciones cutaneas, subcutaneas,
linfocutaneas y micetomas mediante la secuenciacion de la subunidad 16S rRNA y del gen
hsp65.

METODO: Se recolectaron todas las cepas cultivadas de Nocardia spp., aisladas de
infecciones cutaneas, linfocutaneas y micetomas de enero a diciembre del 2009, en €
Hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez, México, D.F. y & Centro dermatologico Dr. Fernando
Latapi. Mérida, Y ucatan. Se amplificaron, se purificaron los productosy se secuenciaron la
subunidad 16S rRNA vy el gen hsp65. La secuencia de nuclettidos se sometié a la base de
datos del GenBank para buscar homologiasy definir la especie.

RESULTADOS: Se recolectaron 19 cepas, de las cuales se excluyeron 2 debido a la
pérdida de su viabilidad. 14 de las 17 cepas secuenciadas se clasificaron como N.
brasiliensis (12 micetomas, 2 nocardiosis), una como N. takedensisy dos como N. harenae.
La secuencia de la subunidad 16S rRNA mostro ligera variabilidad genética entre las
especies de N. brasiliensis, por el contrario la secuencia de hsp65 no mostro ninguna. Se
identifico una infeccién mixta con N. brasiliensisy Mycobacterium mageritensis.
CONCLUSIONES: Primer estudio en México para secuenciar Nocardia en genes 16S
rRNA y hsp65. Se presentan los dos primeros aislamientos de N. harenae de muestras
clinicasy el primer caso en piel causado por N. takedensis. También por primera vez ambas
especies se secuenciaron con €l gen hsp65. Los métodos moleculares son de vita
importancia en laidentificacion de las especies de Nocardia.
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ABSTRACT

BACKGROUND: The Nocardia species are isolates of cutaneous infections, particularly
in immunocompetent patients. The physiological and biochemical tests are not sufficiently
sensitive and specific for the identification and differentiation of Nocardia spp. The number
of species capable of causing disease on humans was underestimated when the
identification was carried out using these methods. The identification and taxonomy of
Nocardia spp has improved recently with molecular methods, such as sequencing of the
subunit 16S rRNA and the gene hsp6b.

OBJECTIVE: To make the molecular classification of the species and establish the genetic
variability among the Nocardia subspecies, cultured from cutaneous, subcutaneous,
lymphocutaneous infections and mycetomas by sequencing the subunit 16S rRNA and the
gene hsp6b.

METHOD: All the strains cultured of Nocardia spp., isolated from cutaneous,
lymphocutaneous infections, and mycetomas were collected from January to December
2009, in the Hospital Dr. Manuel Gea Gonzélez, Mexico City, and in the Dermatological
Center Dr. Fernando Latapi. Mérida, Yucatan. The produces were amplified and purified,
and sequencing was performed of the subunit 16S rRNA and of the gene hsp65. The
nucleotide sequence was submitted to the GenBank database to look for homologies and
define the species.

RESULTS: Nineteen strains were collected, excluding 2 of them due to their viability loss.
Fourteen of the 17 strains sequenced were classified as N. brasiliensis (12 mycetomas, 2
nocardiosis), one as N. takedensis, and two as N. harenae. Sequencing of the subunit 16S
rRNA showed dlight genetic variability among the N. brasiliensis species; on the contrary,
the hsp65 sequence did not show any variability. One mixed infection with N. brasiliensis
and Mycobacterium mageritensis was identified.

CONCLUSIONS: First study conducted in Mexico to sequence Nocardia in genes 16S
rRNA and hsp65. The two first isolates of N. harenae from clinical samples were shown, as
well as the first case in skin caused by N. takedensis. Also for the first time both species
were sequenced with the gene hsp65. The molecular methods are vitally important in the
identification of the Nocardia species.
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1. INTRODUCCION
ANTECEDENTES

Genero Nocardia
El género Nocardia comprende bacterias filamentosas gram-positivas, aerobias,

parcialmente acido-alcohol resistentes con tendencia a fragmentarse en formas bacilares y
cocoides (1). Son ubicuas en e ambiente y se encuentran distribuidas en todo € mundo (2)
como componentes saprofitos del agua dulce y salada, suelo, polvo, depdsitos vegetales y
de materia fecal animal (3). Las especies del género Nocardia se han definido muy
ampliamente por sus propiedades quimiotaxondmicas y tienen las siguientes caracteristicas:
compuesto peptidoglucano con N-acetilglucosamina y acido meso diaminopimélico;
fraccion polisacarida de la pared con arabinosa y galactosa; patrén fosfolipido; perfil de

acidos grasos; acidos micalicosy fraccion de quinonaisoprenoide. (4)

Epidemiologia

La nocardiosis es una enfermedad cosmopolita, Nocardia spp., es aislada
frecuentemente de muestras clinicas especiamente de pacientes inmunocomprometidos (5),
en México origina el 2% de las micosis pulmonares (6). La infeccion cutanea primaria
predomina en pacientes inmunocompetentes y no hay distribucion geogréfica definida; en
paises no tropicales se consideran mas frecuentes N. asteroides, N. farcinicay N. novay en

naciones tropicales N. brasiliensis, N. otitidis-caviarumy N. transvalensis (6).

Cuadro Clinico
En humanos, se encuentran 6 formas basicas de enfermedades causadas por

Nocardia spp. (7). Pulmonar (8), extrapulmonar, afectando ojo, hueso, articulaciones,
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rifiones (9) y sistema nervioso central (10); Las formas cutaneas y subcutaneas ocurre
posterior a inoculacion traumética de Nocardia spp., (11). N. brasiliensis es la mas
comunmente involucrada causando enfermedades progresivas y N. asteroides puede ser
mas comunmente identificadas en las lesiones que se autolimitan (12). Se puede diseminar
desde el sitio de infeccion a ganglios linféticos resultando en nocardiosis linfocutanea (13).
Otra presentacion clinica es €& micetoma que son causados generalmente por
actinomicetos, de los cuales la mayoria son ocasionados por Nocardia spp., principamente

por N. brasiliensis (14).

M étodos diagnosticos

Existen multiples pruebas que se han utilizado como diagndsticas en enfermedades
por Nocardia spp., entre ellas el examen directo (15), los cultivo bacterioldgico, € cual
requiere minimo de 48 a 72 hrs para que las colonias sean evidentes y se debe mantener en
incubacion a menos 2 semanas para descartarlas, asi como incubar en un ambiente himedo
para mantener la hidratacion (16). Tradicionalmente | as especies de Nocardia se distinguian
unas de otras utilizando pruebas bioquimicas, como hidrdlisis de caseina, de adenina,
tirosina, xantina e hipoxantina, pero la mayoria de las especies no son reactivas, y estas no
son de utilidad para identificar las subespecies. Se han examinado hidrolizados de pared
celular para observar la presencia de acido meso-diaminopimélico y de carbohidratos
especificos, (17) cromatografia de gas-liquida de la cadena corta de écidos grasos (18) y

serologia, lacua es poco especifica (19).
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Técnicas Moleculares

La disponibilidad de la secuenciacion de diversos genes ha revolucionado la
taxonomia del genero Nocardia y se ha convertido en una herramienta invaluable para la
identificacion de las especies clinicas de este género. Este método proporciona una manera
rapiday confiable en laidentificacion de la mayoria de las cepas de Nocardia (20).

El nimero distinto de taxa y de especies capaces de causar enfermedad humana
fueron subestimados cuando la identificacion se realizaba Unicamente bgo las
caracteristicas fenotipicas (21).

La subunidad de la 16S rRNA es e mas utilizado para la identificacion de las
especies, de hecho el banco de genes (GenBank), la base de datos publica més grande
mantenida por el Centro Nacional paralalnformacién Biotecnol6gica (NCBI) contiene méas
de 90 000 secuencias de la subunidad 16S rRNA de numerosos géneros bacterianos (22).
Para las especies de Nocardia la 16S rRNA es muy conservado y contiene regiones
extensas que son idénticas para todas las especies a igua que regiones variables que son
especificas para cada una de las especies. Como la secuenciacion de la 16S rRNA es
frecuentemente usada para identificacion de las especies, |as cepas aisladas con secuencias
unicas de la subunidad 16S rRNA han sido designadas especies distintivas, resultando en
un considerable aumento en el nimero de especies reconocidas de Nocardia. Se han
utilizado las secuencias de otros genes con € fin de clasificar la especies de Nocardia spp.,
entre ellos la secuencia del gen hsp65 (heat shock protein) el cual codifica para una
proteina de la familia de las chaperonas con un peso de 65 KDa, esta proteina aumenta su
expresion en atas temperaturas para evitar que diferentes proteinas asociadas a esta

chaperona sean ma plegadas y posean su conformacion correcta, asimismo se ha
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demostrado tienen un polimorfismo suficiente para la identificacion de distintas especies

(23).
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2. JUSTIFICACION

El aumento de pacientes inmunocomprometidos, como |os trasplantados de 6rganos,
ha [levado a un aumento en el nimero de infecciones oportunistas por Nocardia. A pesar
gue la nocardiosis se ha considerado como una enfermedad rara, reportes recientes indican
gue la incidencia de la infeccion estd en aumento (24). Nocardia spp., causa un amplio
rango de infecciones, ya mencionadas anteriormente. Se han descrito mas de 80 especies y
33 se han implicado en enfermedad humana (1). Todas las especies patdgenas pueden
causar lesiones cutaneas y subcutaneas; sabemos gque N. brasiliensis es la mas cominmente
involucrada causando enfermedades progresivas y N. asteroides puede ser mas
comunmente identificadas en las lesiones que se autolimitan (7). El aislamiento y
determinacién de las especies es importante para caracterizar 1as manifestaciones clinicas,

predecir la susceptibilidad antimicrobiana e identificar las diferencias epidemiol dgicas (25).

La identificacion de las especies puede ser un reto y un consumo enorme de tiempo
utilizando cultivos de rutina y métodos quimiotaxondmicos. Muchas no reaccionan ante
algunos de los métodos bioquimicos estandar utilizados en los laboratorios, como hidrélisis
de caseina, de urea, produccion de acido a partir de ramnosa, alcalinizacién de citrato entre

otras (8), y esto hace muy dificil laidentificacion de las especies (26).

Se han desarrollado herramientas de amplificacion de &cidos nucleicos, parafacilitar
la determinacion de especies (25). Recientemente la identificacion y taxonomia de

Nocardia spp., ha mejorado con métodos moleculares como el andlisis de las secuencias de
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la subunidad 16S rRNA y hsp65 (16). Generalmente son procedimientos rapidos, precisosy
reproducibles y pueden identificar de una mejor manera las especies de actinomicetos, en
comparacion con métodos fenotipicos (27). Hay pocos reportes de la aplicacion de estos
métodos para diagnéstico de infecciones cutaneas por Nocardia en laboratorios de
microbiologia clinica (28).

En la dltima década, como resultado de uso de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), la secuencia de la subunidad 16S rRNA ha jugado un papel importante en la
identificacion de bacterias aisladas y €l descubrimiento de nuevas bacterias en los
laboratorios (29). Actualmente el andlisis de secuencia de 16s rRNA es € método mas
utilizado para la identificacion de especies y la definicion de Nocardia se basa en la
informacion filogenética molecular de la secuencia de este gen (25).

En e Hospita Dr. Manuel Gea Gonzalez se han atendido varios casos de
infecciones subcutaneas causada por Nocardia spp., tanto nocardiosis como micetoma, la
deteccion de estos microorganismos se realiza mediante métodos bioguimicos y evaluacion
microscépica y macroscopica, determinando que el microorganismo causante es Nocardia,
y en ciertas ocasiones se puede identificar la especie, pero es imposible identificar las
subespecies. Clinicamente se comportan de manera distinta y responden diferente al
tratamiento, debido a que el éxito terapéutico depende de la identificacion del agente
etioldgico, de la eleccién adecuada del medicamento y de la sensibilidad del germen a
mismo, por lo que es de gran importancia identificar las especies y las subespecies

prevalentes, correlacionarlos con laclinicay establecer su sensibilidad farmacol ogica.
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3. HIPOTESIS
La utilizacion de los genes 16S rRNA y hsp65 permitiraidentificar y observar variabilidad
genética dentro de las diferentes especies y subespecies del género Nocardia asociadas

infecciones cutaneas y subcutaneas.
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4. OBJETIVOS

Clasificar molecularmente a las especies y establecer la variabilidad genética entre las
subespecies de Nocardia, cultivadas de infecciones cutaneas, subcutaneas, linfocuténeas y
micetomas aisladas en el Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” y en El Centro
Dermatoldgico “Dr. Fernando Latapi” mediante la secuenciacion de la subunidad 16S

rRNA y del gen hsp65.
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5.MATERIAL Y METODOS
5.1. Tipo de Estudio:

Descriptivo, abierto, observacional, prospectivo, retroprolectivo, transversal.

5.2. Ubicacion Temporal y Espacial.
Servicio de Dermatol ogia, Departamento de Micologiay Departamento de Ecologia de
Agentes Patdgenos del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” y Centro

Dermatol 6gico “Dr. Fernando Latapi”. Enero 2009 a Mayo 2010.

5.3. Criterios de Seleccion dela Muestra
Todas |as cepas de Nocardia spp., cultivadas de infecciones cuténeas y subcutaneas,

linfocutaneas y micetomas en el Departamento de Micologia del Hospital Genera “Dr.

17



Manuel Gea Gonzélez” y en el Centro Dermatoldgico “Fernando Latapi” de Mérida,

Y ucatan, que sean viables de enero a diciembre del afio 20009.

5.4 Criterios de Eliminacion

Todas las cepas de Nocardia spp., que dejen de ser viables alo largo del estudio.

55 MéodosdeLaboratorio

Cepas

Se recolectaron 19 cepas de Nocardia spp., las cuales fueron asiladas de infecciones
cutaneas, linfocutdneas y micetomas de 15 pacientes del Centro Dermatoldgico “Dr.
Fernando Latapi” y de 4 pacientes del Hospital Genera “Dr. Manuel Gea Gonzdlez”. Las
cepas fueron identificadas mediante examen directo con solucion de Lugol y cultivo en

agar dextrosa de Sabouraud.

Extraccion de DNA

El cultivo fresco de cada aislamiento fue resuspendido en 200 ul de H,O y centrifugado a
10,000 rpm por 5 min, €l sobrenadante fue eliminado y ala pastilla se le agrego solucién de
lisis (550 pl), posteriormente se adiciond 250 i de acetato de amonio y se mezclo por 5
min. Tras la homogenizacion, se coloco 500 ul de cloroformo isoamil-alcohol (24:1 wiw),
se centrifugd a 10,000 rpm y se precipitdé e ADN con etanol 100%, y €l ADN fue lavado 2
veces con etanol a 70% y la pastilla se resuspendié en 100 pl de agua grado biologia

molecular estéril. (30, 31)
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Amplificacion dela subunidad 16S rRNA

La amplificacion del gen de la subunidad 16S rRNA se realizdé mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), en este sentido se disefiaron los iniciadores (5'-
ggatccttttgatcctggetcaggac-3' and 5'-acttgacgtcgtccccaccttecte-3') utilizando la secuencia
de la 16S rRNA de la cepa de N. asteroides ATCC 49872 (Numero de acceso: AY 191251)
para amplificar un producto de 1120 pb. Las condiciones de amplificacion utilizadas
fueron: un ciclo de desnaturalizacién inicia de 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 96° C por 30 s, alineacion a 70°C por 1 min y extension a 72°C por 1
min, y un ciclo de extension final a 72°C por 5 min. Los productos de amplificacién fueron
visualizados en geles de agarosa a 1% tefiidos con bromuro de etidio. Los productos de
PCR se purificaron mediante el sistema comercial QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen,

LaJolla, CA. USA) de acuerdo alas indicaciones del fabricante. (30, 31)

Amplificacion del gen hsp65

Se amplificaron 441 pb de gen hsp65 utilizando los iniciadores (5'-
ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3)y (5-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3') descritos
por Steingrube et al., 1995. Las condiciones de amplificacion fueron: amplificacién inicial
de 94°C por 5 min; amplificacién 94°C por 1 min; aineacion a 55°C por 1 min y una
extension a 72°C por 1 min con 35 ciclos; por ultimo una desnaturalizacion fina a 72°C
por 10 min. De igual manera se procederd a purificar y secuenciar los productos

amplificados. (30, 31)
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Secuenciacion de los genes

L a secuencia de nuclettidos se determiné en ambas direcciones mediante el método Tag FS
Dye Terminator Cycle Sequencing Fourescence-Based Sequencing, utilizando el equipo
Perkin Elmer/Applied Biosystems Modelo 3730. La secuencia completa de nucleotidos se
sometio a la base de datos del GenBank para buscar homologias mediante el sistema
nucleotide Blast. Los porcentajes de similaridad entre las secuencias se determinaron

mediante el uso del National Center of Biotechnology Information (NCBI).

Analisis Filogenético
Para €l andlisis filogenético, todas las secuencias utilizadas en este estudio se gjustaron en
lamisma direccion. La alineacion se realizé por medio del programa Vector NTI.

Se utilizé el programa Modeltest (http://darwin.uvigo.es/software/modeltest.html, Posada &

Crandall, 1998) para determinar el mejor modelo de evolucion que se gjuste a los datos
analizados. Los modelos de sustitucién de nucledtidos escogidos fueron: Hasegawa-
Kishino-Yano con sitios invariables (HKY +G) para las secuencias de hsp65, HKY +I+G
para las secuencias del 16S y para ambos marcadores. Tiempo General Reversible con
distribucién gamma y sitios invariables (GTR+G+l1). Con estos modelos de evolucion se

readlizaron &boles filogenéticos en € programa Mr. Bayes version 3.1.2

(http://mrbayes.csit.fsu.edu/, Holder & Lewis, 2003; Huelsenbeck et al., 2001; Ronquis &
Huelsenbeck, 2003). Para la reconstruccion filogenética, se reaizd € andlisis para diez
millones de generaciones, recolectando los arboles mejores soportados (valores de
verosimilitud bajos) cada 100 generaciones, los arboles con soportes estadisticos bajos se
descartaron y con los demés se redlizaron un &bol de consenso de mayoria. Para la

visualizacion gréfica de los arboles obtenidos se utilizd e programa TreeView
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(http://taxonomy.zool ogy.gla.ac.uk/rod/treeview.html, 1996). Para similitud las diferencias

genéticas entre especies se construy0 una matriz de distancias de Kimura dos parametros
con € programa MEGA  (Molecular  Evolutionary  Genetics  Analysis,

http://www.megasoftware.net/) version 3.0 (Kumar et al., 2004) (32).
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7.RESULTADOS

CEPAS

Se recolectaron 19 cepas de Nocardia spp. provenientes de distintas muestras clinicas, 15
de micetomas, 2 de nocardiosis linfangiticas y 2 de nocardiosis subcuténeas. Cuatro de las
muestras fueron obtenidas de pacientes del Hospital genera “Dr. Manuel gea Gonzdlez y

15 de pacientes del Centro dermatoldgico “Dr. Fernando Latapi” de Mérida, Y ucatén.

Tabla 1: Caracteristicas demogréficasy clinicas de los pacientes

CEPA |SEXO/EDAD | OCUPACION | TOPOGRAFIA EVOLUCION

57-01 |M 12 Estudiante Codo izquierdo 7anos

332 F 22 Hogar Tronco posterior 3 anos

441 F 61 Hogar Muslo y pierna derecho | 12 afos

170 F 64 Hogar Tronco posterior. 11 afos

18 F21 Hogar/Campo | Escapula derecho. 2 anos

86 F 40 Jardinero Escapular izquierda. 2 afnos

136 F 32 Hogar Periaxilar izquierda. 8 aflos

143 M 38 Seguridad Periumbilical. lafios
Antecubital, antebrazo

26 M 46 Campesino izquierdo 10anos

191 M 66 Campesino Abdomen 15 afos
Cuello y tranco

03 F 38 Campesina posterior 7 afos

21 M 34 Empleado Antecubital izquierda | 1 afos
Abdomen , flanco

17909 |F 16 Estudiante izquierdo 2 anos

189 M 40 Albafiil Abdomen 2 ahos

211 M 33 Albaiil Hemitérax izquierda. | lafios

SYL |M3l MuUsico Codo izquierdo 1 semana
Mano y antebrazo

1510 a | M45 Ingeniero derecho 3 semanas
Mano y antebrazo

1510b | M45 Ingeniero derecho 3 semanas

245 M41 Lavacoches |Brazo derecho 10 aflos

Se observaron las caracteristicas fenotipicas de las colonias: 7 colonias de color

blanco y aspecto de rocas, 3 colonias color blanco-naranja, 3 color blanco con tintes cafés,

22



5 color beige y unarosada. Del total de las muestras se excluyeron las cepas 136 y 191

debido a que se perdi6 laviabilidad de las colonias.

EXTRACCION DE ADN Y AMPLIFICACION DE PCR

Se rediz6 la extraccion del ADN cromosmal de 19 cepas de Nocardia spp; €
método de extraccion de DNA cromosomal utilizado permitié observar la presencia de
plasmidos en 2 cepas (cepa 170 y 21). Se excluyeron 2 debido a que no se logré la
extraccion. El ADN fue visualizado en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio para determinar su pureza, concentracion e integridad. Posteriormente la
concentracion de DNA fue determinada utilizando un espectrofotometro de luz ultravioleta

de 260 nmy se utilizaron 200 ng de ADN para amplificar los genes 16S rRNA y hsp65.

SUBUNIDAD 16SrRNA

Mediante la PCR se amplifico un producto de 1120 pb de la subunidad 16S
ribosomal de las 17 cepas que fueron viables, e producto fue visualizado en un gen de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio a una concentracién final de 10 mg/ml (Figl.),
el producto de amplificacion fue purificado utilizando un sistema de columnas Qiaquick y
secuenciado en ambos sentidos utilizando los mismos iniciadores de la PCR original. Una
vez secuenciado e producto en ambos sentidos se obtuvo una secuencia consenso de
nucledtidos y aminoacidos, la cua fue utilizada para buscar homologias en |a base de datos
del GeneBanck mediante el sistema Blastn y Blastx.

Se observé una homologia del 100% con N. brasiliensis en 14 de las 17 cepas (1510
ay b, 332, 170, 18, 17909, 143, 189, 86, 26, 245, SyL 5701 y 0308) asimismo una
homologia al 100% con N. harenae en 2 cepas (cepas 441y 21) y homologia al 100% con

N. takedensis en 1 cepa (cepa 211).
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Se observé una homologia del  100% con N. brasiliensis en 14 de las 17 cepas
(1510 ay b, 332, 170, 18, 17909, 143, 189, 86, 26, 245, SyL 5701 y 0308) asi mismo
homologia a 100% con N. harenae en 2 cepas (cepas 441y 21) y homologia a 100% con
N. takedensis en 1 cepa (cepa 211).

Sorpresivamente se logré amplificar la secuencia de la subunidad 16S ribosomal de
Mycobacterium mageritense, quien se encontraba asociada a la cepas 5701 correspondiente

aunadelascepasdeN. brasiliensis.

1 23 4 5 6 7 8 9

1120 pb

Fig 1. Gel de agaross al 1% tafido con bromuro de etidio. Productos da
amplificacidrs de la subunidad 163 RNA Caml 1. Marcador e peso

molecular | kb ladder. Caml 2.9 Muestras clinicas (18, 26, SyL, 86, 57-01,
143,170, 189)

Delamuestra clinica 1510 se obtuvieron 2 colonias (ay b) fenotipicamente distintas
en € cultivo, una blancay una naranjay a realizar la secuencia se obtuvo la misma cepa
clasificada como N. brasiliensis. Las secuencias fueron sometidas a la base de datos del

GeneBanck bajos los nimeros de acceso:HM 852031, grp2937323
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hsp65

Mediante PCR se amplifico un producto de 441 pb del gen hsp65 e cual fue
visualizado en un gel de agarosa 1% (Fig. 2) y €l producto fue purificado con sistema
comercia Qiaquick para ser posteriormente secuenciados en ambos sentidos utilizando
los iniciadores de la PCR original.

Una vez secuenciado el producto en ambos sentidos se obtuvo una secuencia
consenso de nucledtidos y aminoacidos, la cual fue utilizada para buscar homologias en la

base de datos del GeneBanck mediante el sistema Blastn y Blastx.

441 nb

Fig 2. Oel de agaroza al 196 fefido con bromuro de shdic. Productos de

amplificacitn del genfspdd. Cared 1. Marcador de pezo melecular 1 kb laddee. Cagril
2 6_Blussisan diniou s (18, 28, Syl, 86, 57 01)
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Tabla 2;

Relacion entre la clasificacion molecular y presentacion clinica.

CEPA |FENOTIPICO 16s rRNA hsp65 MUESTRA CLINICA ORIGEN
5701. |Beige N. brasiliensis | N. brasiliensis | Micetoma CDFL
332. Blanca con café | N. brasiliensis | N. brasiliensis | Micetoma CDFL
441. Rosada N. harenae N. harenae* Micetoma CDFL
170. Naranja N. brasiliensis | N. brasiliensis | Micetoma CDFL
18. Beige N. brasiliensis | N. brasiliensis | Micetoma CDFL
86. Beige N. brasiliensis | N. brasiliensis | Micetoma CDFL
136. Beige NA NA Micetoma CDFL
143. Beige N. brasiliensis | N. brasiliensis | Micetoma CDFL
26. Naranja N. brasiliensis | N. brasiliensis | Micetoma CDFL
191 Blanca NA NA Micetoma CDFL
0308. |Blanca N. brasiliensis | N. brasiliensis | Micetoma CDFL
21 Blanca N. harenae N. harenae* Micetoma CDFL
17909. |Blanca con café | N. brasiliensis | N. brasiliensis | Nocardiosis Subcutanea | CDFL
189. Blanco con café | N. brasiliensis | N. brasiliensis | Micetoma CDFL
211. Blanca N. takedensis N. takedensis* | Micetoma CDFL
SYL. Blanca N. brasiliensis | N. brasiliensis | Nocardiosis HGMGG
1510 a | Naranja N. brasiliensis | N. brasiliensis | NocardiosisLinfangitica |HGMGG
1510b |Blanca N. brasiliensis | N. brasiliensis | Nocardiosis Linfangitica | HGMGG
245 Blanca N. brasiliensis | N. brasiliensis | Micetoma HGMGG
HGMGG: Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzé ez Distrito Federal

CDFL: Centro Dermatolégico Dr. Fernando Latapi. Mérida
*Primera vez que se secuencia este gen

ANALISISFILOGENETICO DEL GEN 16SrRNA

Los andlisis de variacion genética revelan que el gen 16S rRNAr con 1120 pb presenta un

14% de sitios variables y 11% de sitios filogenéticamente informativos. Con esta

informacion se realizo la reconstruccion filogenética de las especies de Nocardia utilizando

110 secuencias para la subunidad 16S rRNA obtenidas del GenBanck y nos basamos en las

secuencias filogenéticas mas cercanas las cuales son: N. brasilensis (AY245543),

N.brasieliensis (EU645594), N. brasiliensis (AF430038), N. brasilensis (GQ217498), N.
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brasiliensis (X80591), N brasilensis (X80608), N. takedensis (DQ840025), N.harenae

(DQ282122) y N. harenae (GQ376170).

En el arbol filogenético se pueden identificar 3 clados 0 grupos estadisticamente bien
definidos, el primero de ellos representado por N. brasiliensis con un valor de probabilidad
del 100% Yy por las cepas analizadas en este trabajo (1510 ay b, 332, 170, 18, 17909, 143,
189, 86, 26, 245, SyL 5701 y 0308). Un segundo clado formado por cepas de N. takedensis
con valor de probabilidad posterior de 100% Yy por la cepa 221 analizada en este trabajo. Un
tercer clado formado por N. harenae y por las cepas 21 y 441 con valor de probabilidad

posterior de 100% (Fig. 3).

ANALISISFILOGENETICO DEL GEN hsp65

Los andlisis de variacion genética revelan que el gen hsp65 con 441 pb presenta un
26% de sitios variables y 20% de sitios filogenéticamente informativos. Con esta
informacion se realizé la reconstruccion filogenética de las especies de Nocardia utilizando
70 secuencias de hsp65 obtenidas del GenBanck, basandonos en la secuencia
filogenéticamente mas cercana: N. brasiliensis (AY 756516).
En e arbol filogenético se pueden identificar 1 clado o grupo estadisticamente bien
definido, representado por N. brasiliensis con un valor de probabilidad del 100% y por las
cepas analizadas en este trabagjo. (332, 170, 18, 17909, 143, 189, 86, 26, 245, SyL, 5701,
0308). Un segundo clado formado por cepas de N. takedensis con valor de probabilidad
posterior de 100% y por la cepa 211 analizada en este trabajo. Un tercer clado formado por

N.harenaey por las cepas 21y 441 con valor de probabilidad posterior de 100% (Fig. 4).
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Al comparar las secuencias de nuestras cepas con las secuencias obtenidas del
Genebanck, se observd que las muestras analizadas en este estudio correspondientes a N.
brasiliensis (332, 170, 18, 17909, 143, 189, 86, 26, 245, SyL, 5701, 0308) mostraron una
homologia del 100% tanto entre ellas como con las secuencias de |la base de datos del
Genebanck, tanto para la subunidad 16S rRNA como para e gen hsp6b. Las cepas
correspondientes a N. takedensis y N. harenae mostraron una homologia del 97% con
respecto a la subunidad 16S rRNA (Tabla 3y 4). En cuanto a las secuencias de hsp65, es
imposible compararlas debido a que este estudio es e primero en el cual se secuencia este

gen tanto en N. takedensis como N. harenae.
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M. asleroklas (AF430029)

. oyriacigeorgica (EF127502)

| M. takedensis (DAB40025)
100 |y takodensis {211)

|— N. harenae (DO282122)

N
1.00 harenae (GOITE1 70}

N. harenae {21)

N. harenae (441}

.00 1.00

N. wallacei (853074 )

1.00

100 L N transvalensis (Z6223)

— N. brasilensis {1510%)

—— M. brasilensis {AY245543}

1.00 —— M. brasilensis {332)

— N. brasllensls (170}

= M. brasilensis [18)

N. brasilensis (17309}
N. braziansis [ELIE45534)

— M. brasilensis {143)

| — N. brasilensis (AF430038)
L— N. brasilensis (188)

— N. brasilensis {86)

N. braciensis (F585486)

T I: N, bresilensis (236935)

M. brasilensis (GO217498)

M. brasilensis (X80691}
N. brasllensis {26)

—— M. brasilensis {245)

N brasllensis (X80608)
1.00

M. brasilensis {SyL}

Figura 3: Arbol filogenético de las secuencias de Nocardia spp. Usando la
subunidad 16S rRNA. Los numeros en los nodos indican valores de
probabilidad posteriores del analisis de UPGMA y Bayesiano N. brasilensis (0308}

N. brasflensis {5701}
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. asteroides [AY756513)

M cyriacigeorgica (EF127505)

100

M. altamirensis (EUD0765%)

N. salmonicida {AY7956532)

— M. broslhensm [AY758516)

L N. brasillensis (SyL)

L N. braslilensis (0308)

1.00
— M. brasillensis (17808}

— M. brasiliensis (5701}

L M. braslllensls {1510}

— N. brasilensls {332)

0.64
— . braslllensls (248}

M. braslllensls {189}

— M. brasiliensis (170}

— M. braslllensls {143)

M. braslllensls (88)

— M. brasiliensis {26)

L N. braslllensls (18}

o.a1

Figura 4: Arbol filogenético de las
secuenclas de Nocordia spp. Usando el gen
hsp65. Los nimeros en los nodos indican
valores de probabilidad posteriores del
andlisis de UPGMA v Bayesiano
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EZZZZZZZZZZZZZZZZZZZZZZZZ

Tabla 3 : Secuencias de aminoacidos del gen HSP65 para diversas especies de Nocardia

11111112111211121121121121112117121121112111111112111111111
1126667777777777788888888889999999999000000000011111111112222222222333333333344444444
1256789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567

| EVGLKRG EKAVEAVTAKLLDTAKEI DTKEQ AATAG SAGDSSI CELI AKAMDKVGKEGVI TVEESNTFGLQLEL TEGVRFDK

ast er oi des (AY756513)? Do A ... VE .............. Ao E o
bei jingensi s (AY756515) 2 . ... E o
coubl eae (D@50025)*? 5 S PA Q.
crassostreae (AY756520)2 .. A ............. T...A .. ..VE .. ... E
cumm del ens (AY756521) 2 D PA . Q .. E ..
flum nea (AY756525)°? D PA . Q .. E ... e
sal moni cida (AY756532) 2 D ... i PA. .Q .. E ... .
testacea (AY903626)% ... ... S E............... AQ...S...........
uni form s (AY756536)2 ... ... ... S...VE ......... ..., P....... E............... AQ...S ..........
vaccinii (AY756537)* ... ... NR.ES...VE ........ A ... A ... .. E .
yamanashi ensi s (AY903630)% ............... TS..A ... VE ... E o
brasiliensis (AY756516) 2 ... ... e E o
brasiliensis (18) 0 L B oo
brasiliensis (26) P L Bt
brasiliensis (86R) P L Bt
brasiliensis (143) L Bt
brasiliensis (170) 0 B oo
brasiliensis (189) L B oo
brasiliensis (245) L Bt
brasiliensis (332) L Bt
brasiliensis (1510)° L B oo
brasiliensis (5701)° L B oot
brasiliensis (17909) 0 B oo -
brasiliensis (043143) Bt
Brasiliensis (SyL)® B

#Secuencias tomadas del GenBank
PSecuencias andizadas en este trabajo



Tabla 4: Porcentaje de similitud nucleotidica entre secuencias del genero Nocardia.

# Especies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1| N. asteroides 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97
2 | N. cyriacigeorgia 99 97 97 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98
3| N. hareanae - - 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97
4 [ N. takedensis - - - 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97
5[ N. brasiliensis 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
6 | N. brasiliensis 18 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
7 | N. brasiliensis 26 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
8 [ N. brasiliensis 86R 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
9| N. brasiliensis 143 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
10 | N. brasiliensis 170 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
11 | N. brasiliensis 189 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
12 | N. brasiliensis 245 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
13 | N. brasiliensis 332 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
14 | N. brasiliensis 1510 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
15| N. brasiliensis 5701 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
16 | N. brasiliensis 17909 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
17 | N. brasiliensis 043143 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
18 | N. brasiliensis SyL 9% 95 - - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Arriba de ladiagonal secuencias de 16S, debajo de la diagonal secuencias de HSP65
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8. DISCUSION

A lo largo del tiempo se han utilizado multiples métodos diagndsticos en la
identificacion de Norcardia spp. La observacion de granos en el examen directo, es €
primer paso en el abordaje del micetoma, pero en ciertos cuadros clinicos como las
nocardiosis cutanea y linfocutanea estan ausentes. El crecimiento en los cultivos de
Nocardia tomaentre 48 a 72 hrs, sin embrago es crucia esperar 14 dias para descartarla. Se
han utilizado otros métodos tanto bioquimicos (fenotipicos) y seroldgicos, los cuales a
ademas de ser poco especificos y poco sensibles pueden identificar las especies mas no son
Utiles para diferenciar entre las subespecies. En 1990 Wallas y colaboradores describieron
un nuevo abordaje para la clasificacién del género y las especies de Nocardia (33). La
disponibilidad de metodologias moleculares como la secuenciacion de diversos genes ha
revolucionado la taxonomia del genero Nocardia y se ha convertido en una herramienta
invaluable para la identificacion de las especies y subespecies clinicas de este género. Su
taxonomia ha sido revisada detalladamente durante la Ultima década y se han reportado mas
de 80 especies, pero aln se encuentran varias especies no adecuadamente clasificadas.

En los dltimos afios se han realizado multiples estudios utilizando métodos
moleculares como la secuencia de la subunidad 16S ribosomal y del gen hsp65, con € fin
de identificar diferentes especies de Nocardia spp.

Roth, Andrees, Kroppenstedt, y colaboradores en 2003, realizaron la secuencia de la
subunidad 16S rRNA en 74 cepas representativas del genero Nocardia, clasificadas en 25
especies, con € fin de proveer las bases moleculares para la identificacion precisa de las
especies y con el objetivo de reevaluar la taxonomia asignada a N. asteroides. En este
estudio los autores confirman que la heterogeneidad de especies de Nocardia relacionadas

es muy bao. Cepas previamente clasificadas como N. asteroides se clasificaron en 5
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nuevos grupos filogenéticos. (N. asteroides sensu strictu), N. abscessus, N.
cyriacigeorgica, N. carnea'y N. flavorosea. (20). En 2007 Kageyama y Mikami aislaron
22 cepas de Nocardia de muestras clinicas, en Japon. Secuenciaron la 16S rRNA y
detallaron las caracteristicas bioquimicas de las cepas obtenidas. Los resultados obtenidos
revelaron que 9 cepas debian ser reclasificadas en especies distintas a N. asteroides sensu
stricto, y proponen 17 nuevas especies del genero Nocardia y reportan la primerainfeccion
causada por N. beijingensis, N. transvalensis y N. pseudobrasiliensis en Japon (34).

En e afio 2005 Wauters y colaboradores, en 86 cepas de Nocardia aisladas de muestras
clinicas, identificaron por secuenciacion de la subunidad 16S rRNA: 83 cepas pertenecieron
a solo 6 especies. 44% a N. farcinica, 22% a N. nova, 15% a N. cyriacigeorgica, 6.9 % N.
brasiliensis, 5.8% N. abscesusy 2.3% N. paucivorans (35).

Al observar las caracteristicas fenotipicas de las cepas, 7 colonias fueron blancas de
aspecto rocoso compatibles con la macroscopia de N. brasiliensis, 3 cepas blanco-naranja
compatibles con las caracteristicas de las colonias de N. asteroides, e resto fueron café
claro, rosadas, y beige este ultimo color se ha observado en las colonias de Actinomadura
madurae. (6)

Nuestro estudio es el primer trabajo que clasifica molecularmente |las especies de Nocardia
en nuestro pais; a diferencia de los estudios previos, en donde la mayoria de |as cepas eran
clasificadas como N. asteroides, en este estudio el 82.3% de las cepas analizadas mediante
la secuencia de 16S rRNA fueron de N. brasiliensis, lo cua es compatible con la literatura
en donde se menciona que en zonas tropicales, como en ciertas areas de nuestro pais, es
mas prevalente; 12 provenian de micetomas y dos de nocardiosis. En dos casos de

micetoma se obtuvieron 2 cepas clasificadas como N. harenae y una como N. takedensis.
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Nocardia harenae fue descrita por primera vez en 2006 por Jae Pyo Seo y Soon Dong Lee
en la Republica de Corea, fue aislada de la arena de la playa en las costas de la Isla de Jgju.
Esta produce un sustrato naranja rojizo, un micelio aéreo blanco y se fragmentan en
elementos cocoides. Basado en la secuencia de la subunidad 16S rRNA pertenece a la
misma rama de que incluye N. flavorosea, N. pigrifrangens, N. sienata y N. testacea. No se
han reportado casos clinicos asociados a esta especie. (36)

Nocardia takedensis fue aislada por primera vez en Japon en 2005 por Hideki Yamamuray
colaboradores del sedimento del foso acudtico que rodea Takeda Shrine en Y amanashi en
Japdn (37) y por Kayo Watanabe en un paciente de 75 afios con diagndstico de linfoma de
células T (38). En 2009 A Betran y colaboradores reportaron el primer caso de nocardiosis
pulmonar por N. takadensis en Espafia (39). Es la primeravez que se aisla N. takadensis en

M éxico.

Al redlizar la secuencia del 16S rRNA de la cepa 57 clasificada como N. brasiliensis se
encontrd la asociacion con Mycobacterium mageritense. Esta micobacteria se ha aislado de
infecciones pulmonares y cutaneas. (40) y se han reportado forunculosis asociadas a este

microorganismo (41).

La cepas 1510 obtenida de una nocardiosis linfangitica, al sembrarla en medio Saburaud, se
obtuvieron 2 colonias, una naranjay una blanca, a secuenciar la subunidad 16S ribosomal
ambas (1510 a 1510b) fueron clasificadas como N. brasiliensis, siendo que de la misma
muestra clinica se aislaron aparentemente 2 cepas de la misma especie, con caracteristicas

fenotipicas distintas.
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Este estudio es el primero en secuenciar el gen hsp65 de N. takedensisy N. harenae, por lo
que fue imposible comparar su homologia con otras cepas. En cuanto ala secuencia de este
gen en las 14 cepas de N. brasiliensis no se encontr6 variabilidad genética entre ellas.
Previamente se han realizado estudios de la secuencia del gen hsp65. Yin X y
colaboradores, evaluaron el gen hsp65 para deteccion e identificacion de las especies de
Nocardia pero de cepas aisladas de ojo. De 11 cepas de Nocardia se identificaron 6
especies. N. arthritidis, N. neocaledoniensis, N. asiatica, N. asteroids tipo 4, N.
brasiliensis, y N. pseudobrasiliensis. Los autores concluyeron que la secuencia del gen

hsp65 es un método rapido y efectivo paraidentificar especies de Nocardia. (23)

Rodriguez-Nava et a., compararon una estrategia basada en secuencia utilizando el banco
de datos de hsp65 y el banco de datos de la 16S rRNA, concluyendo que la region de hsp65
contiene polimorfismo suficiente para la identificacion adecuada de las especies de
Nocardia. Los autores proponen que combinando las secuencias de hsp65 y de 16S rRNA
pueden formar una base nueva para la identificacion de Nocardia, particularmente si la
secuencia de la 16S rRNA es similar entre las especies, pudiendo contribuir a un nuevo

antecedente en lataxonomia. (42)

En este estudio no se logro identificar subespecies de Nocardia mediante la secuenciacion
de hsp65, debido a que Unicamente se trabajo con un fragmento del gen y no con € gen
completo debido a su tamarfio, por o que sera necesario secuenciar €l gen completo para

poder saber si existe variabilidad genética.
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9. CONCLUSIONES
Este es e primer estudio en donde se secuenciaron ambos genes, tanto 16S rRNA y hsp65,

en especies de Nocardia en nuestro pais.

La subunidad 16S rRNA continua siendo el estdndar de oro en la identificacion molecular
de las especies de Nocardia, este estudio demostro variabilidad genética entre las especies
de N. brasiliensis, la secuenciacion del gen hsp65 confirmd la identificacion realizada con

16S rRNA y no demostré variabilidad entre las especies.

Con las herramientas moleculares empleadas en nuestro trabajo logramos determinar una
infeccién mixta con N. brasiliensisy M. mageritensis al lograr amplificar ambas secuencias

de las subunidad 16SA rRNA en lamuestraclinica.

Este estudio confirma que la cepa mas predominante en nuestro pais es N. brasiliensis y

gue posee una heterogeneidad genética muy baja.

Recalcamos la importancia de los métodos moleculares en cuanto a la clasificacion de las
especies, debido a que no encontramos una correlacion entre la identificacion molecular y

lafenotipica.

En este estudio presentamos los 2 primeros casos de N. harenae aisados de muestras
clinicas. Y @ primer caso de N. takedensis aislada en piel. Es € primer estudio en

secuenciar el gen hsp65 en ambas especies.
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10. PERSPECTIVAS

La utilizacion de métodos moleculares es una forma rapida y precisa de identificacion
microbiana por 10 que es necesario contar con este tipo de pruebas de rutina en €

diagnéstico clinico.

Es importante realizar estudios en donde se correlacionen los aspectos clinicos de las
muestras con la identificacion genética de las especies, y establecer si |a heterogeneidad
minima que existe entre ellas se reflgja en las manifestaciones clinicas. Asimismo es
importante contar con estudios de resistencia antimicrobiana para tener un diagndstico mas

completo y definitivo.

Es necesario secuenciar completamente el gen hsp65 para confirmar 0 no s existe

variabilidad genética entre los aislamientos.

Por dltimo y a observar la presencia de plasmido en 2 de nuestras cepas es determinante
conoce €l contenido genético de este material extracromosomal ya se ha demostrado que

estos plasmidos poseen genes de resistencia a diferentes quimi oterapéuticos.
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