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Primer reporte de infeccion natural por Nocardia cyriacigeorgica en ratones BALB/c
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Resumen : Las bacterias del género Nocardia son actinomicetos aerobios cuyo habitat es el suelo y la materia organica en descomposi-
cién. La infeccion natural por especies de este género ha sido reportada en humanos y animales, sin embargo, la infeccién natural en
ratones no ha sido descrita. En este estudio se demuestra por primera vez el aislamiento de la especie recientemente descrita, Nocardia
cyriacigeorgica, en pulmones de ratones Balb/c. El estudio microbiologico de las muestras de pulmén reporto la presencia de filamentos
grampositivos ramificados fragmentados en forma cocobacilares. Los estudios de PCR demostraron que la especie aislada fue N. cyriaci-
georgica. Se evidencia en este trabajo que N. cyriacigeorgica es potencialmente patdgena en ratones Balb/c.
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First report of a natural infection by Nocardia cyriacigeorgica in BALB/c mice

Abstract: Bacteria belonging to the Nocardia genus are aerobic actinomycetae whose habitat is the ground and decomposing organic
material. Natural infection by species belonging to this genus has been reported in humans and animals; nevertheless, natural infection in
mice has not been described until now. This study demonstrates for the first time the isolation of a recently described species, Nocardia
cyriacigeorgica, rom the lungs of Balb/c mice. The microbiological study of the lung samples reported the presence of branched Gram
positive filaments with a cocobacillar shape. PCR studies demonstrated that the species isolated was N. cyriacigeorgica. This study dem-
onstrates that N. cyriacigeorgica is potentially pathogenic for Balb/c mice.
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Introduccion cardia asteroides [1,2]. A partir de la identificacion de las
primeras especies de este género, un nimero substancial
de casos de nocardiosis tanto en animales como en huma-

nos han sido reportados, reconociendo a estos microorga-

La primera descripcion de una enfermedad del ganado
bovino causada por un actinomiceto aerobio se atribuye al
veterinario francés Edmond Nocard en 1888. Al afio si- nismos como agentes causales de infecciones oportunistas
guiente Trevisan cre el género Nocardia y caracteriz6 el en organismos inmunocompetentes € inmunocomprometi-
agente etiologico aislado por Nocard, otorgandole el nom- dos.

bre de Nocardia farcinica. En 1890 Eppinger aislo, en un
paciente con un absceso cerebral, un microorganismo
filamentoso aerobico similar al anteriormente descrito por
Trevisan, que posteriormente recibiria el nombre de No-

El género Nocardia actualmente incluye aproximada-
mente 50 especies de bacterias aerobias estrictas, irregu-
larmente grampositivas y parcialmente acido resistentes,
nutricionalmente poco exigentes, las cuales toleran un pH
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entre 6.5 y 9 y crecen a temperaturas entre 10 °C y 50 °C.
Habitualmente se encuentran como elementos saprofitos
en agua dulce y salada, suelo, materia organica en des-
composicion y heces fecales de animales [3]. El suelo es el
habitat preferencial de este grupo de actinomicetos, consti-
tuyendo hasta un 25% de la microflora edafica en zonas
aridas. Es de hacer notar que los suelos de la region cen-
troccidental de Venezuela son ricos en Nocardia asteroi-
des, considerandose esta drea como un reservorio natural
de esta especie [4].

La clasificacion taxonémica de este género ha sido pro-
blematica. Una caracteristica morfologica distintiva del
género Nocardia es la fragmentacion de las células fila-
mentosas en elementos cocoides o bacilares en muestras
clinicas o cultivos primarios. Sin embargo, esta no es una
caracteristica patognomonica de este género. Las pruebas
bioquimicas de hidrélisis de xantina, hipoxantina, tirosina
y caseina y las pruebas de descomposicion de urea y resis-
tencia a la lisozima permiten la diferenciacion de las espe-
cies patogenas de Nocardia mas importantes (N. asteroi-
des, N. brasiliensis y N. otitidiscaviarum), sin embargo
estas técnicas no permiten diferenciar el complejo de N.
asteroides de otras nocardias no patdogenas (Nocardia
camea) o de especies de otros géneros tales como Myco-
bacterium, Rhodococcus, Gordona y Tsukamurella [1].
Actualmente, la definicion de las especies del género No-
cardia se basa fundamentalmente en informacion filogené-
tica molecular dada por la secuencia génica del ARN ribo-
somal 16S y del gen hspé65 [3,5,6].

Numerosos estudios han sefialado la importancia del
género Nocardia como agente causal de procesos infeccio-
sos en animales. Se han reportado infecciones naturalmen-
te adquiridas en multiples especies de animales salvajes y
domésticos, entre ellas cabe mencionar los bovinos [7-9],
caballos [10], perros [11,12], peces [13,14] y aves [15-17],
entre otros. Nocardia asteroides es el patogeno mas fre-
cuentemente aislado en estos animales, seguido de N. bra-
siliensis y N. otitidiscaviarum [2]. Sin embargo, hasta
ahora no se ha reportado la infeccion natural de estas bac-
terias en roedores. En este trabajo se presenta por primera
vez el hallazgo de una Nocardia en pulmones de ratones
Balb/c identificada a través de pruebas moleculares como
una especie recientemente descrita, N. cyriacigeorgica.

Materiales y Métodos
Animales

Treinta ratones Balb/c femeninos de 4 semanas de edad
y de aproximadamente 20 + 4 gramos de peso, solicitados
para un estudio de investigacion, fueron hospedados en el
Bioterio del Decanato de Ciencias de la Salud de la Uni-
versidad Centroccidental “Lisandro Alvarado” (UCLA),
Barquisimeto, estado Lara, Venezuela. Cada animal se
mantuvo individualmente en una jaula de policarbonato
estéril de 189 mm (ancho) x 297 mm (largo) x 128 mm
(alto), con camas compuestas de cascaras de arroz. El
estado microbioldgico de los ratones fue convencional, sin
barrera. La temperatura ambiente del bioterio oscilaba

entre 28-30°C y la iluminacién correspondia a un ciclo dia-
noche de 12 horas. Los ratones eran alimentados con pe-
llets de la marca comercial Ratarina® no autoclavada y
agua ad libitum. Los ratones mantenidos en estas condi-
ciones fallecieron espontaneamente aproximadamente a
los 7 + 3 dias de su llegada del bioterio.

Anatomia patologica

Para el analisis histopatoldgico, los pulmones fueron
removidos y fijados en formalina neutra al 10%. Poste-
riormente fueron lavados con etanol al 70%, deshidratados
y embebidos en metacrilato de glicol. Se procedio a reali-
zar cortes de 10 um y dichas secciones fueron montadas en
portalaminas y tefiidas con hematoxilina y eosina. Se eva-
luaron cuatro secciones por animal.

Pruebas microbioldgicas

La identificacion inicial se realizé por medio de un exa-
men microscopico de las muestras de tejido pulmonar
mediante la coloracién de gram, con la finalidad de obte-
ner un diagnostico presuntivo hasta la obtencion de los
resultados de las pruebas microbiologicas [18]. Posterior-
mente se procedid a la siembra en medios de cultivo de
Sabouraud simple y Lowéstein Jensen. Las pruebas micro-
biologicas y bioquimicas realizadas siguieron los procedi-
mientos estandarizados utilizados por el Laboratorio de
Investigacion de Actinomicetos Patégenos Humanos y del
Suelo, dirigido por el Dr. José Antonio Serrano, de la Fa-
cultad de Farmacia de la Universidad de Los Andes. Las
pruebas bioquimicas consistieron en la hidrélisis de xanti-
na, hipoxantina, tirosina y caseina y las pruebas de des-
composicion de urea y resistencia a la lisozima [19,20].

Pruebas moleculares

La identificacion molecular se realizo en el Observatoire
Frangais des Nocardioses (OFN) en Lyon, Francia, utili-
zando la técnica de PCR y secuenciacion parcial del ARN
ribosomal 16S. La amplificacion de un fragmento de
aproximadamente 600 nucleétidos se hizo utilizando los
primers Nocl (5’- GCTTAACACATGCAAGTCG-3’) y
Noc2 (5’- GAATTCCAGTCTCCCCTG-3’) y bajo las
condiciones de amplificacion descritas por Rodriguez-
Nava et al [21]. El analisis de secuencia de cada cepa se
realizé comparando los resultados con los reportados en la
base de datos del GenBank.

Resultados

Luego de su fallecimiento espontaneo (aproximadamen-
te a los 7 = 3 dias de su llegada al bioterio), los ratones
fueron trasladados al Departamento de Anatomia Patoldgi-
ca para su estudio. A la inspeccion, los ratones no presen-
taron signos fisicos de enfermedad. La necropsia no mos-
tr6 cambios macroscopicos en el pulmén o en otros orga-
nos (bazo, higado), sin embargo el estudio histopatologico
reveld la presencia de infiltrados linfomonocitarios con



40 Rojas y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2008; 28:38-42

focos de hemorragia perialveolar solo en los pulmones de
los ratones evaluados.

La coloracion de gram de secciones de tejido pulmonar
arrojo la presencia de filamentos grampositivos, ramifica-
dos, fragmentados en forma cocobacilares (Figura 1).
Dicha coloracion fue negativa para la presencia de estos
filamentos en los otros 6rganos examinados (bazo e higa-
do). En los medios de cultivo sembrados en Sabouraud
simple y Lowéstein Jensen se observd crecimiento de
multiples colonias que no degradaban xantina, pero si
degradaban hipoxantina, caseina, tirosina, urea y lisozima
lo cual hizo sugerir que la cepa correspondia a la especie
Nocardia brasiliensis.

Sin embargo, los resultados obtenidos por el Observatoi-
re Francais des Nocardioses en el estudio molecular de la
cepa por PCR, secuenciacion y analisis de secuencia, de-
mostraron un alto grado de similitud con la cepa tipo de la
especie Nocardia cyriacigeorgica DSM 44484". De acuer-
do a los parametros de similitud (> 99%) establecidos por
Rodriguez-Nava et al [21], para la identificacion a nivel de
especie de cepas del género Nocardia, la cepa estudiada en
este trabajo fue identificada como perteneciente a la espe-
cie Nocardia cyriacigeorgica con un porcentaje de simili-
tud del 99.8%.

Figura 1. Estudio microbioldgico de seccion de tejido pulmonar de raton Balb/c. Filamentos gram

positivos ramificados. (Aumento 1000X).
Discusion

El primer caso de infeccion natural en animales por
Nocardia se atribuye a Edmond Nocard quien en 1888
reportd por primera vez el aislamiento de un actinomiceto
aerobio de una vaca con pleuroneumonia [2]. Para el cono-
cimiento de los autores, este trabajo representa el primer
reporte de una infeccion natural de la especie recientemen-
te descrita, N. cyriacigeorgica en roedores, especificamen-
te en ratones experimentales de la cepa Balb/c.

Los miembros del género Nocardia se encuentran distri-
buidos en forma universal habitualmente en el suelo, aire,
agua salada y fresca y en materia organica en descomposi-
cion [1]. Estudios llevados a cabo en nuestro pais han
demostrado la presencia de Nocardia sp y Nocardia aste-
roides en suelos de los estados Amazonas, Falcon, Mérida
y Lara [4,22]. Aun cuando no conocemos con precision
cual es la fuente de infeccion natural de la enfermedad en
estos animales de experimentacion, sospechamos que la
misma provenga de las camas usadas en las jaulas de los
roedores, ya que las jaulas son previamente esterilizadas
antes de su uso en el Bioterio. Para descartar el aire como
fuente de adquisicion de la Nocardia se procedio a la colo-
cacion de placas de agar abiertas al aire durante 24 horas
dentro de los diferentes ambientes del Bioterio y de los

sistemas de ventilacion, no detectandose crecimiento de
estas bacterias en las mismas. Es importante sefialar que
las camas de las jaulas son conchas de arroz provenientes
de fincas ubicadas en el estado Portuguesa donde se ha
detectado previamente la presencia de N. brasiliensis [23].

La mayoria de las infecciones por Nocardia se adquieren
por inhalacion [24]. El hecho de que la manifestacion mas
frecuente de enfermedad por bacterias de este género es la
nocardiosis pulmonar, apoya el concepto de la transmision
mayoritariamente aérea de estos patdogenos. Por ejemplo,
se ha demostrado la infeccion natural por adquisicion in-
halatoria de N. nova en Limnocorax flavirostra [17], N.
asteroides en bufalos [25] y llamas [26], y N. brasiliensis
en caballos [27], entre otros. La afectacion exclusiva a
nivel pulmonar descrita previamente apoya la via inhalato-
ria como mecanismo de adquisicion de la Nocardia en los
animales de experimentacion de este estudio.

La nocardiosis es una entidad de dificil diagnostico
debido en gran parte a su inespecificidad clinica. General-
mente depende de la demostracion del organismo en mues-
tras de tejidos o secreciones asi como el aislamiento e
identificacion en cultivos microbioldgicos [1]. Las técnicas
serologicas hasta la fecha no son lo suficientemente sensi-
bles y muestran un gran nimero de reacciones cruzadas
con otros actinomicetos. Las caracteristicas quimotaxono-



Rojas y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2008; 28:38-42 41

micas, fundamentalmente la presencia de una abundante
cantidad de acido mesodiaminopimélico, arabinosa, galac-
tosa y acidos micolicos con 46 a 60 carbonos en las pare-
des celulares de estos microorganismos, es otra caracteris-
tica fundamental para la identificacion de Nocardia a nivel
de género [28].

El elevado nimero de especies recientemente descritas
en la literatura, ha evidenciado la complejidad taxondmica
de este género y ha incentivado la busqueda de otros mé-
todos para la identificacion precisa de las especies, lo cual
es sumamente importante para la determinacion de la pa-
togenicidad y la prediccion de la susceptibilidad antimi-
crobiana de cada especie en particular. El desarrollo de
nuevas técnicas moleculares tales como la amplificacion
de un fragmento del gen hsp65 por PCR y la secuenciacion
gendmica del ADN ribosomal 16S, han permitido la iden-
tificacion de nuevas especies de Nocardia. En particular,
Yassin et al. describieron por primera vez el aislamiento de
N. cyriacigeorgica a partir de secreciones respiratorias de
un paciente con bronquitis cronica [29]. El andlisis se-
cuencial de 1.377 bp de ARNr 16S demostrd un alto grado
de similitud con otras especies de Nocardia, sin embargo
estudios de hibridizacion de ADN-ADN han demostrado
diferencias sustanciales con especies como N. asteroides,
N. abscessus y N. paucirovans [30]. Estudios recientes de
analisis secuencial del gen 16S del rRNA y del gen hsp65,
asi como de hibridizacion ADN-ADN, han permitido con-
firmar que N. asteroides con patrén de sensibilidad antimi-
crobiana Tipo VI no es mas que N. cyriacigeorgica [31].

Hasta ahora, no existen reportes acerca del aislamiento
de esta especie de Nocardia en animales. Recientemente,
Wauters et al. reportaron el aislamiento de N. cyriacigeor-
gica de muestras de secreciones respiratorias, lesiones
pidgenas, sangre, absceso cerebral y liquido cefalorraqui-
deo, todas provenientes de individuos inmunocomprometi-
dos [30]. Asimismo, se reportaron dos casos de nocardiosis
sistémica por Nocardia cyriacigeorgica en pacientes in-
munosuprimidos [19]. Las infecciones por Nocardia en
humanos cada vez son mas comunes especialmente des-
pués del advenimiento de la cirugia de trasplante y en
pacientes cuya inmunidad normal ha sido afectada por
terapia inmunosupresora.

En conclusion, este trabajo representa el primer reporte
de una infeccion natural por bacterias del género Nocardia
en ratones Balb/c. Asimismo, se presenta por primera vez
el aislamiento, en roedores, de la especie de Nocardia
cyriacigeorgica en Venezuela y a nivel mundial. Las téc-
nicas de biologia molecular cada vez juegan un papel mas
importante en la identificacién objetiva de diversos agen-
tes etiologicos especialmente en el orden de los Actinomi-
cetos. Mas aun, el uso de estas técnicas facilitaria la reali-
zacion de estudios bioldgicos, epidemioldgicos y edaficos
para una mejor comprension de las enfermedades produci-
das por las nocardias.

Conclusiones

1. La necropsia de ratones Balb/c fallecidos en el Bioterio
del Decanato de Medicina de la Universidad Centrocci-

dental “Lisandro Alvarado” demostré la presencia de in-
filtrados linfomonocitarios con focos de hemorragia pe-
rialveolar exclusivamente en los pulmones de estos roe-
dores. No se observaron cambios macroscopicos o mi-
croscopicos en otros organos examinados (bazo e higa-
do).

2.La coloracion de gram del tejido pulmonar reveld la
presencia de filamentos grampositivos, ramificados y
fragmentados en forma cocobacilares.

3.En los medios de cultivo sembrados en Sabouraud Sim-
ple y Lowéstein Jensen se observo crecimiento de multi-
ples colonias, lo que sugirié por pruebas bioquimicas
convencionales la presencia de Nocardia brasiliensis.

4.La identificacion molecular utilizando la técnica de PCR
y secuenciacion parcial del ARN ribosomal 16S permi-
ti6 la identificacion definitiva de N. cyriacigeorgica.

5.Los métodos moleculares permiten la deteccion rapida
de especies de Nocardia evitando las reacciones cruza-
das observadas con otros géneros taxonémicamente cer-
canos.

Recomendaciones

1.Realizar estudios biologicos, epidemioldgicos y edaficos
mas extensivos para la identificacion de nuevas especies
del género Nocardia, haciendo uso de nuevas herramien-
tas de biologia molecular disponibles en los centros de
investigacion de nuestro pais.

2.Considerar la nocardiosis pulmonar entre los diagnosti-
cos diferenciales de enfermedades respiratorias en pa-
cientes que cursan con enfermedades o terapias inmuno-
supresoras.
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