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Resumen: Las pruebas fisioldgicas y bioquimicas constituyen dos de las principales metodologias utilizadas, principalmente en los labo-
ratorios de microbiologia, para la identificacion y diferenciacion de los actinomicetos. La finalidad de este trabajo fue comparar y evaluar
los métodos fenotipicos que son utilizados de manera rutinaria en la identificacion de estos microorganismos. Se estudiaron setenta y tres
cepas de actinomicetos provenientes de tres laboratorios de microbiologia de Venezuela. El comportamiento fisiologico y bioquimico de
las cepas en estudio fue evaluado mediante pruebas de descomposicion de diferentes sustratos. Los resultados obtenidos permitieron
observar diferencias en la identificacion preliminar de las cepas realizada por estos laboratorios, conduciendo algunas veces a una nueva
identificacion de las mismas, gracias a la utilizacion de estos sustratos. Se pudo observar que la metodologia empleada permiti6 la reclasi-
ficacion taxondmica de casi todas las cepas estudiadas, lo que sugiere que es necesario estandarizar la metodologia de identificacion para
los actinomicetos.
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Classification and identification of Actinomyces species: a comparative phenotype study

Abstract: Physiologic and biochemical tests constitute two of the main methodologies, mainly used in microbiology laboratories, for the
identification and differentiation of actinomyces. The purpose of this work was to compare and evaluate the phenotypic methods used
routinely for the identification of these microorganisms. The study included seventy three actinomyces strains from three microbiology
laboratories in Venezuela. The physiologic and biochemical behavior of the strains was evaluated through decomposition tests using
different substrates. The results obtained showed differences in the preliminary identification of the strains done in the various laborato-
ries, leading occasionally to a new identification arisen from the use of these substrates. It was seen that with the methods used it was
possible to taxonomically reclassify almost all the strains studied, suggesting that it is necessary to standardize the methods for the identi-
fication of actinomyces.
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Introduccién dentro del orden de los Actinomycetales. En este orden se

encuentran agrupadas las especies del género Nocardia,

Los actinomicetos son bacterias aerdbicas, grampositi- quienes se caracterizan por presentar células coco-

vas, filamentosas y parcialmente acido resistentes, am- bacilares a partir de las cuales se desarrollan las formas
pliamente distribuidas en el suelo, asi como también en filamentosas. [1].

otros ambientes naturales del mundo. Inicialmente fueron Las nocardias son bacterias endémicas en algunos nichos

clasificadas como hongos pero, debido a los estudios de ecologicos que se encuentran en zonas tropicales y subtro-

los componentes de su pared celular, se reclasificaron picales, mientras que son poco frecuentes en las zonas
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templadas o frias [2]. Ciertas especies de nocardias tienen
gran importancia clinica como agentes patdgenos para el
hombre y los animales. Las infecciones causadas por estos
microorganismos se pueden producir por la inhalacion de
estas bacterias y/o por inoculacion, debida a traumatismos
con espinas de plantas (principalmente cactaceas) o astillas
de madera contaminadas presentes en el suelo [3]. Cuando
se establece la infeccion por estos microorganismos, la
misma puede ser de tipo cutdneo o subcutaneo (actinomi-
cetoma), o de tipo diseminado (nocardiosis). Estas infec-
ciones por lo general afectan a personas inmunodeprimi-
das, aunque no se descartan otros factores de riesgo adi-
cionales como son la exposicion frecuente al contacto con
el suelo, principalmente durante la realizacion de activida-
des agricolas sin la adecuada proteccion de la piel [2,4,5].

En Venezuela se ha observado una frecuencia relativa-
mente elevada de infecciones causadas por nocardias,
principalmente actinomicetomas [5]. Estos casos se han
reportado sobre todo en las regiones centro-occidental,
central y zuliana (97,1 %) y en la region de los Andes (2,9
%) [5]. En la mayoria de los laboratorios de microbiologia
no especializados, la identificacion a nivel de género es
posible utilizando las pruebas convencionales de identifi-
cacion ya establecidas por diferentes autores, basadas en
los estudios de morfologia y pruebas fisiologicas y bio-
quimicas [6]. También han sido utilizados los perfiles de
sensibilidad a antibioticos (tipos I, II, III, IV, V y VI) para
la diferenciacion de estas especies [7].

Este género ha sufrido importantes cambios taxonomi-
cos, debido a la realizacién de estudios moleculares que
han demostrado una gran heterogeneidad entre sus espe-
cies [8]. La identificacion a través de métodos convencio-
nales se dificulta a la hora de separar ciertas especies como
Nocardia nova, N. farcinica, N. abscessus (anteriormente
llamada N. asteroides tipo I) y N. cyriacigeorgica (ante-
riormente llamada N. asteroides tipo IV) debido a la simi-
litud que existe entre ellas, por lo que se deben establecer
otros criterios adicionales que contribuyan a su separacion.
Otros parametros han sido propuestos para la identifica-
cion de estas especies, como el crecimiento a 45°C, la
actividad de arilsulfatasa y la opacidad de medios, entre
otras [7]. El estudio de las caracteristicas enzimaticas,
ofrece una herramienta util para la identificacién, pero
estas pruebas a menudo no se encuentran disponibles de
manera rutinaria en los laboratorios de microbiologia [9].
También se han empleado sistemas comerciales para la
identificacion de especies de actinomicetos, que se basan
en pruebas de asimilacion de substratos, pruebas enzimati-
cas y susceptibilidad a antibidticos, no obstante, estos
sistemas no se utilizan como metodologia tradicional y su
incorporacion en los laboratorios para el diagndstico de
estos microorganismos suele ser costosa [10-12].

Las pruebas fenotipicas convencionales que pueden ser
utilizadas rutinariamente para identificar las principales
especies de microorganismos responsables de la nocardio-
sis y del actinomicetoma (N. asteroides, N. brasiliensis y
N. otitidiscaviarum) se basan en la observacion de las
caracteristicas morfologicas macroscopicas de las colonias
en los diferentes medios de cultivo, observacion de morfo-

logia microscopica con las tinciones de Gram y Kinyoun y
la descomposicion de algunos sustratos especificos, tales
como adenina, xantina, caseina, hipoxantina, testosterona,
tirosina y urea [13]. Es importante mencionar que el culti-
vo, y la utilizacion de las pruebas anteriormente nombra-
das aun constituyen parametros utiles y primordiales a
nivel bacteriolégico para la identificacion de las nocardias.
Sin embargo, la correcta identificacion de estos microor-
ganismos va a depender del establecimiento de una meto-
dologia adecuada de diagnostico, basada en la preparacion
y utilizacion de multiples pruebas de identificacién que no
se encuentran disponibles a nivel comercial y que gene-
ralmente son de dificil interpretacion si el personal no esta
familiarizado y entrenado para esta tarea. Por otra parte, su
crecimiento relativamente lento y la gran similitud morfo-
logica y fisiolodgica que pueden presentar algunas de las
especies de este género dificultan atin mas la identificacion
[14,15].

Debido a lo anteriormente expuesto, el objetivo de este
estudio fue comparar y evaluar los métodos fenotipicos
clasicos utilizados de manera rutinaria en el laboratorio
para la identificacion de los actinomicetos, particularmente
los del género Nocardia.

Materiales y métodos

El presente trabajo se basé en el estudio de 73 cepas de
actinomicetos provenientes de las colecciones de cultivos
de tres laboratorios de Venezuela: Laboratorio de Ultraes-
tructura de Actinomicetos Patogenos y del Suelo de la
Universidad de los Andes (Laboratorio 1), Micoteca del
Departamento de Micologia del Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel” (Laboratorio 2) y Laboratorio de
Micologia del Instituto de Biomedicina (Laboratorio 3).

Se estudiaron 35 cepas procedentes del laboratorio 1; los
criterios fisiologicos utilizados por este laboratorio para la
identificacion preliminar de las cepas fueron la degrada-
cion de caseina, hipoxantina, tirosina y xantina. Del labo-
ratorio 2 se tomaron para este estudio 34 cepas y las prue-
bas fisiologicas que fueron utilizados para caracterizar
estas especies fueron: urea, caseina, tirosina y xantina. Del
laboratorio 3 se recibieron para este estudio 4 cepas y no
se obtuvo informacién sobre la metodologia de identifica-
cion utilizada.

Para realizar la comparacién entre las pruebas usadas
para la identificacion de los actinomicetos, en este trabajo
se utilizo el procedimiento elaborado por el laboratorio del
Observatorio Francés de Nocardiosis (OFN), ubicado en la
Facultad de Farmacia de la Universidad Claude Bernard de
Lyon, Francia, utilizando el esquema de identificacion
descrito en el Manual de Métodos de Laboratorio para el
Diagnostico de la Nocardiosis, el cual emplea criterios
fenotipicos y fisiologicos similares a los utilizados en los
laboratorios 1 y 2 con algunas modificaciones [15]. Se
utilizaron tanto substratos convencionales como especia-
les, por medio de los cuales se verifico la identificacion
y/o se realiz6 la reclasificacion de las cepas pertenecientes
al género Nocardia.
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Todas las cepas fueron subcultivadas en agar Bennett
(acido casamino 2 g/L, extracto de levadura 1 g/L, extracto
de carne 1 g/L, glucosa 10 g/L y agar 15 g/L) [14]. El
medio de cultivo se incubo hasta lograr abundante creci-
miento de los microorganismos. Cada uno de los substra-
tos que se utilizaron fueron elaborados de forma artesanal,
empleando como medio de cultivo base el agar Glucose
Yeast-Extract (GYEA). Todos fueron esterilizados por el
método de tindalizacion, procedimiento que consistid en
tres tratamientos a temperatura de 100 °C por 30 minutos
intercalados con intervalos de tiempo a temperatura am-
biente.

El comportamiento bioquimico de cada una de las cepas
fue estudiado seglin sus propiedades de descomposicion de
los siguientes sustratos: caseina al 11%, adenina, acido
urico y tirosina al 5%, hipoxantina y xantina al 4%, y tes-

tosterona al 1%; todos los substratos fueron preparados en
concentraciones peso/volumen [15]. Las cepas fueron
sembradas en cada substrato y luego se incubaron por dos
semanas a 37 °C. Para la lectura e interpretacion de los
resultados se realizaron observaciones después de 48 horas
de incubacion, donde la descomposicion de cada substrato
en particular se observdo mediante el aclaramiento del me-
dio alrededor de la colonia, considerandose asi la prueba
positiva.

Los patrones de descomposicion para cada uno de los
substratos utilizados por las principales especies de No-
cardia se presentan en la tabla 1, la cual fue utilizada como
referencia para realizar este estudio de identificacion, si-
guiendo el protocolo propuesto por Boiron et al [14].

Tabla 1. Identificacion de las principales especies patogenas de Nocardia segtn sus propiedades de descomposicion de substratos

particulares (Boiron et al., 1993).

N. N. N. N. N. N. N. N.

Caracteristicas asteroides | farcinica | nova |brasiliensis |otitidiscaviarum|brevicatena | carnea | transvaliensis
nuevo sentido

Descomposicion:
Tirosina - - - + v -
Xantina - - - + v
Acido Urico
Adenina - - -
Hipoxantina - - - + +
Caseina - - - + -
Urea + t+ t+
Testosterona + + + -

+=2>90 % de cepas positivas; - => 90 % de cepas negativas; V = variables segun las cepas.

Resultados

La distribucion general de las cepas utilizadas en este
estudio, identificadas por medio de las pruebas de des-
composicion de substratos particulares, fue la siguiente:
complejo N. asteroides: 39 (53,4%); N. brasiliensis: 12
(16,4%); N. otitidiscaviarum: 14 (19,2%) y cepas no iden-
tificadas: 8 (11%), para un total de 73 cepas.

El estudio morfologico macroscopico de las colonias en
agar Bennett permiti6 observar las siguientes caracteristi-
cas relacionadas con el color: predominio de colonias de
color beige 12 de 73 (16,4%); colonias color salmén: 14 de
73 (19,2 %) y colonias de color blanco: 39 de 73 (53,4 %).
En relacion a su aspecto macroscopico se obtuvieron los
siguientes resultados: colonias de aspecto céreo y secas: 23
de 73 (31,5%) y de consistencia cartilaginosa, recubierta
de hifas aéreas y con aspecto pulverulento tipo tiza: 50 de
73 (68,5%). El crecimiento de la mayoria de las colonias
se present6 en la superficie del agar. Todas las cepas fue-
ron grampositivas, observandose formas de cocos y/o
bacilos, asi como filamentos. Los patrones fisiologicos
particulares de las 73 cepas estudiadas se presentan en la
tabla 2. Algunas de las cepas enviadas por los laboratorios
pertenecian a los géneros Rhodococcus y Actinomadura,

sin embargo para este estudio finalmente sdlo se conside-
raron las del género Nocardia.

En las tablas 3, 4 y 5 se presentan, de manera individual
por cada laboratorio, el grado de concordancia que existio
entre la identificacion preliminar de las cepas y la identifi-
cacion posterior realizada en este estudio. En el caso del
laboratorio 1 (35 cepas), solo 9 de las cepas (26,7%) coin-
cidieron con la identificacion, 13 cepas (38,2%) no coinci-
dieron y 8 cepas (23,5%) no pudieron ser identificadas,
mientras que 4 cepas (11,8%) que no poseian identifica-
cion inicial pudieron ser clasificadas por género y especie
(Tabla 3). En el caso de las cepas provenientes del labora-
torio 2 (34 cepas), al ser nuevamente identificadas apli-
cando la metodologia planteada en este estudio, se observo
coincidencia en la mayoria de las identificaciones propor-
cionadas previamente: 30 cepas (88,2 %) presentaron el
mismo patron de descomposicion para los sustratos xanti-
na, caseina y tirosina, 4 cepas (11,8 %) no correspondieron
con la identificacion original y no se enviaron cepas sin
identificacion previa (Tabla 4). Todos las cepas que pro-
venian del laboratorio 3 (4 cepas) fueron identificadas
como especies distintas, no coincidiendo ninguna con la
identificacion inicial (Tabla 5), presentando patrones de
degradacion de sustratos muy diferente al esquema de



94 Uzcétegui y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2009; 29:91-97

identificacion original. El porcentaje mas alto de concor- ninguna concordancia. La metodologia empleada en este
dancia lo obtuvo el laboratorio 2 (88,2 %), seguido del estudio permiti6 la reclasificacion taxondomica de casi
laboratorio 1, mientras que el laboratorio 3 no presentd todas las cepas estudiadas.

Tabla 2. Identificacion fisiologica de cepas de Nocardia segun sus propiedades de descomposicion de diferentes substratos.

Codigo de cepa Adenina Caseina Hipoxantina Xantina Ac. Urico Testosterona Tirosina Especie
PN15 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PN30 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PN16 R - - - - + - N. otitidiscaviarum
PN17 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PN14 - - - - + + + N/I
PN22 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PN 21 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PN19 - - - - + + + N/I
PN25 R - - - - + - Complejo N. asteroides
PN20 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PN10 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PN18 R - - - - + - Complejo N. asteroides
PN75 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PN24 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PN13 R - - - + - Complejo N. asteroides
PN79 - - - - + - Complejo N. asteroides
PN23 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PN27 R - - - - + - Complejo N. asteroides
PN26 - - - - + + + N/I
PN29 - - - - + + + N/I
PN39 R - - - + Complejo N. asteroides
PN43 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PN 47 - - - - + + + N/I
PN56 - - - - + + + N/I
PN57 - - - - + + + N/I
PN58 - - - - + + + N/I
PN80 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PC97 - - - - - + - Complejo N. asteroides
RC1 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC3 R - - - - + Complejo N. asteroides
PC4 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PC7 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PN44 R - - - - + - Complejo N. asteroides
PCs83 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PC85 - + + - - + + N. brasiliensis
PCss R - - - - + - Complejo N. asteroides
PC91 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PC93 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PC98 - + + - - + + N. brasiliensis
PNS8 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PC99 - + + - - + + N. brasiliensis
PC100 - + + - - + + N. brasiliensis
PC104 - + + - - + + N. brasiliensis
PC105 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC106 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PC107 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC96 - - - - - + - Complejo N. asteroides
28CZ/SA - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC84 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PC113 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC116 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC94 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC117 - - - - - + Complejo N. asteroides
PC109 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC114 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC118 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC95 - + + - - + + N. brasiliensis
PC120 - + + - - + + N. brasiliensis
PC115 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PN31 - - - - + - Complejo N. asteroides
PC97 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC94 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC121 - + + - - + + N. brasiliensis
PC112 - - + + + + + N. otitidiscaviarum
PC110 - + + - - + + N. brasiliensis
PC90 - + + - - + + N. brasiliensis
PC89 - + + - - + + N. brasiliensis
PC92 - - - - - + - Complejo N. asteroides
PC103 - + + - - + + N. brasiliensis
H1 - - - - - + - Complejo N. asteroides
17 CFB/SA - - - - - + - Complejo N. asteroides
7CZISA - - - - - + - Complejo N. asteroides
6CZ/SA - - - - - + - Complejo N. asteroides

+ = cepas positivas;
- = cepas negativas;
N/I = cepa no identificada por estos substratos
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Tabla 3. Comparacion entre los resultados originales obtenidos por el laboratorio 1 y los del presente estudio.

Cddigo Identificacion Identificacion Coincidencia CepasNI  Cepas|
de Cepa Fenotipica preliminar Fenotipica definitiva S| NO
PN15 N. brasiliensis N. ofitidiscaviarum X
PN30 N. rubra N. ofitidiscaviarum X
PN16 N. brasiliensis N. otitidiscaviarum X
PN17 N. otitidiscaviarum Complejo N. asteroides X
PN14 Rhodococcus sp Nil X
PN22 Nocardia sp N. otitidiscaviarum X
PN 21 Nocardia sp Complejo N. asteroides X
PN19 NIl NIl X
PN25 Nocardia asteroides Complejo N. asteroides X
PN20 Nocardia sp Complejo N. asteroides X
PN10 N. rubra N. ofitidiscaviarum X
PN18 N. brasiliensis Complejo N. asteroides X
PN75 Nocardia asteroides Complejo N. asteroides X
PN24 N. brasiliensis Complejo N. asteroides X
PN13 N. otitidiscaviarum Complejo N. asteroides X
PN79 N. brasiliensis Complejo N. asteroides X
PN23 N. brasiliensis Complejo N. asteroides X
PN27 NIl Complejo N. asteroides X
PN26 NIl NI X
PN29 S. albus Nil X
PN39 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PN43 N. brasiliensis Complejo N. asteroides X
PN 47 NIl NIl X
PN56 NIl Nl X
PN57 N. brasiliensis Nil X
PN58 N. brasiliensis Nil X
PN80 N. otitidiscaviarum N. otitidiscaviarum X
PN44 N. otitidiscaviarum Complejo N. asteroides X
PN8 N. brasiliensis N. otitidiscaviarum X
PN31 N. asteroides Complejo N. asteroides X
H1 N. asteroides Complejo N. asteroides X
17 CFB/SA N. asteroides Complejo N. asteroides X
7CZISA N. asteroides Complejo N. asteroides X
6CZ/SA N. asteroides Complejo N. asteroides X
N° de cepas 9 13 8 4
Frecuencia (%) 26,47 38,24 23,53 11,8

Cepa NI = cepa no identificada por los substratos utilizados
Cepa I = cepa identificada

95

N/I: cepa no identificada previamente
Discusion

Los resultados de este estudio son comparables a los
descritos por otros autores, quienes en la evaluacion de un
gran numero de aislados pertenecientes al género Nocardia
han subrayado la dificultad que se presenta al momento de
identificar las principales especies de este género. En la
metodologia utilizada para realizar la identificacion de
estos microorganismos se incluyen la observacion macros-
copica y microscopica de las colonias, asi como la combi-
nacion de multiples pruebas fisioldgicas, que pueden ser
utiles para la discriminacion a nivel de especie. Todas las
cepas valoradas en este estudio presentaron caracteristicas
sugestivas del género Nocardia y las diferentes especies
obtenidas presentaron un comportamiento fisiologico con-
sistente a lo reportado en otros estudios [11,13,14].

En general, en las cepas enviadas por los tres laborato-
rios, identificadas posteriormente con la utilizacion de los
sustratos particulares planteados en este estudio, predomi-
naron las especies pertenecientes al complejo N. asteroides

(55,8 %). Las pruebas fenotipicas clasicas no permiten
diferenciar la mayoria de estas especies de Nocardia, (N.
asteroides, N. farcinica y N. nova), sin embargo siguen
siendo utiles para establecer una aproximacion taxonémica
y lograr un diagnoéstico presuntivo de las especies de este
género [13-15]. Otra especie que se identifico con una
frecuencia importante fue N. otitidiscaviarum (20,6 %),
mientras que N. brasiliensis no fue identificada en este
grupo de cepas; esto llama poderosamente la atencion, ya
que en Venezuela el actinomicetoma es principalmente
causado por N. brasiliensis y menos frecuentemente por N.
otitidiscaviarum [2,4,5]. Durante la realizacién de este
trabajo, algunas de las especies que venian clasificadas
previamente como N. brasiliensis no correspondieron a
esta clasificacion, ya que presentaron un patrén de asimi-
lacion de substratos especifico para N. otitidiscaviarum
(caseina negativa y todos los demas substratos probados
positivos) al ser identificadas nuevamente mediante las
pruebas utilizadas en este estudio. Otra cepa identificada
como Actinomadura pelletieri presentd un patrén de des-
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Tabla 4. Comparacion entre los resultados originales obtenidos por el laboratorio 2 y los del presente estudio

Cédigo Identificacion Identificacion Coincidencia Cepas NI Cepas |
de Cepa Fenotipica preliminar Fenotipica definitiva Sl NO
PC97 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC83 N. asteroides N. otitidiscaviarum X
PC85 N. brasiliensis N. brasiliensis X
PC88 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC91 N. otitidiscaviarum N. otitidiscaviarum X
PC93 N. otitidiscaviarum N. otitidiscaviarum X
PC98 N. brasiliensis N. brasiliensis X
PC99 N. brasiliensis N. brasiliensis X
PC100 N. brasiliensis Complejo N. asteroides X
PC104 N. brasiliensis N. brasiliensis X
PC105 N.asteroides Complejo N. asteroides X
PC106 N. brasiliensis N. otitidiscaviarum X
PC107 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC96 N. asteroides Complejo N. asteroides X
pCc84 N.otitidiscaviarum N. otitidiscaviarum X
PC113 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC116 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC94 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC117 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC109 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC114 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC118 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC95 N. brasiliensis N. brasiliensis X
PC120 N. brasiliensis N. brasiliensis X
PC115 N. asteroides Complejo N. asteroides X
pPC97 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC94 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC121 A. pelletieri N. brasiliensis X
PC112 N. otitidiscaviarum N. otitidiscaviarum X
PC110 N. brasiliensis N. brasiliensis X
PC90 N. brasiliensis N. brasiliensis X
PC89 N. brasiliensis N. brasiliensis X
PC92 N. asteroides Complejo N. asteroides X
PC103 N. brasiliensis N. brasiliensis X
N° de cepas 30 4
Frecuencia (%) 88,24 11.76
Cepa NI = cepa no identificada por los substratos utilizados
Cepa I = cepa identificada
Tabla 5. Comparacion entre los resultados originales obtenidos por el laboratorio 3 y los del presente estudio
Codigo Identificacion Identificacion Coincidencia Cepas NI Cepas |
de Cepa Fenotipica preliminar  Fenotipica definitiva Sl NO
RC1 N. brasiliensis Complejo N. asteroides X
PC3 N. asteroides Nocardia sp X
PC4 N. brasiliensis N. otitidiscaviarum X
PC7 N. brasiliensis Complejo N. asteroides X
N° de cepas 0 4 0
Frecuencia (%) 0 100 0

Cepa NI = cepa no identificada por los substratos utilizados
Cepa I = cepa identificada

composicion especifico de N. brasiliensis. Si bien, Acti-
nomadura se asemeja a Nocardia en muchas de sus carac-
teristicas de cultivo, difieren en que forman un micelio
aéreo especializado que produce esporas frecuentemente
en cadenas, en lugar de un micelio vegetativo que se frag-
menta. Al mismo tiempo es importante mencionar que esta

especie también se presenta como agente etiologico del
actinomicetoma en regiones de Venezuela [2,5].

La concordancia mas elevada entre la identificacion
preliminar y la obtenida posteriormente en este estudio la
obtuvo el laboratorio 2 (88,2%), el cual utiliz6 3 substratos
en la identificacion preliminar de las cepas (caseina, tirosi-
na y xantina). El laboratorio 1, utilizando 4 de los substra-
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tos (caseina, xantina, hipoxantina y tirosina), solo logro
una concordancia de 26,7% (9 cepas). Las diferencias
obtenidas en el proceso de identificacion pudieron deberse
a errores de interpretacion al momento de realizar la lectu-
ra de las pruebas de descomposicion de substratos, ya que
son pruebas dificiles de interpretar. Segun los resultados
de este estudio, las mayores dificultades se presentaron
sobre todo en la identificacion de N. otitidiscaviarum. No
hubo concordancia en la identificacidon fenotipica de las 4
cepas que provenian del laboratorio 3, y la informacion
sobre las pruebas utilizadas en la identificacion preliminar
no estuvo disponible.

Es importante sefialar que todas las cepas utilizadas en
este estudio provienen de colecciones de cultivo; han sido
conservadas durante un tiempo prolongado, lo que puede
influenciar el resultado de las pruebas de identificacion,
sumado a que probablemente no se les realizo la actualiza-
cion taxondmica seguin las directrices propuestas actual-
mente. Por otra parte, si estas cepas son manipuladas con
frecuencia corren el riesgo de contaminarse, afectando
negativamente su identificacion posterior. Se recomienda
que, una vez que las cepas sean aisladas y purificadas, se
conserven segun los procedimientos adecuados. Finalmen-
te, la metodologia empleada en este estudio permiti6 la
reclasificacion taxonomica de casi todas las cepas estudia-
das, lo que sugiere que es necesario estandarizar la meto-
dologia de identificacion para los actinomicetos. Se consi-
der6é que el proceso de identificacion mejoré muchisimo
cuando, ademas de los estudios morfologicos se realizaron
estudios fisioldgicos convencionales, utilizando los subs-
tratos adenina, hipoxantina, xantina, acido urico, testoste-
rona, tirosina y caseina, elaborados bajo las condiciones de
preparacion y esterilizacién antes descritas, los cuales
mejoraron la calidad de cada substrato, asegurando asi su
degradacion por parte de la bacteria.

Dada la importancia de contar con una adecuada identi-
ficacion de los miembros del género Nocardia, se reco-
mienda la utilizacion de las pruebas fenotipicas utilizadas
en este estudio para identificar y/o confirmar la taxonomia
de los mismos, asi como promover la capacitacion del
personal que se encarga de realizar estas tareas en el labo-
ratorio.

Es necesario establecer un sistema unico que describa
los procedimientos de aislamiento e identificacion de las
principales especies de Nocardia, ya que tienen estrecha
relacion con la calidad de la preparacion de los substratos
utilizados. Esto evitara problemas de identificacion impor-
tantes que podrian afectar posteriormente el conocimiento
del impacto clinico y microbioldgico que tienen estas es-
pecies en nuestro pais. Lo que se pretende es mejorar la
calidad del diagnoéstico. Por otra parte, en caso de presen-
tarse dificultades en la identificacion, se debe contar con la
ayuda de un laboratorio de referencia, el cual contribuya a
la mejora continua de la calidad del diagnostico y aporte
respaldo a los resultados obtenidos.
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