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Resumen

ANTECEDENTES: el micetoma es un sindrome inflamatorio comdn
en México que afecta principalmente la piel, el tejido subcutaneo y
en menor medida la fascia, los misculos e incluso los huesos y los
o6rganos internos. Es causado por actinomicetos (actinomicetoma) o
por hongos verdaderos (eumicetoma). La inflamacién intensa logra
penetrar los granos de actinomicetoma por la liberacion de enzimas
como la B-glucuronidasa.

OBJETIVO: evaluar la degradacion del polisacdrido neutro presen-
te en los granos formados por Nocardia brasiliensis, tratados con
B-glucuronidasa de neutrdfilos.

MATERIAL Y METODO: en granos provenientes de pacientes con
actinomicetoma por N. brasiliensis se realizaron dos estudios que
consistieron en: a) cuantificacion de la diferencia de peso de los
granos tratados con B-glucuronidasa proveniente de neutréfilos y b)
cuantificacién de azdcares totales liberados en la degradacion del
polisacarido de los granos de N. brasiliensis, por el método de fenol-
sulfarico. Ademas, en cortes histolégicos de piel de pacientes con acti-
nomicetoma por N. brasiliensis atendidos en el Centro Dermatolégico
Dr. Ladislao de la Pascua se realizé la determinacion de la actividad
enzimdtica de la B-glucuronidasa presente en los granos, utilizando
el paquete de enzimas linfocitarias de Sigma Aldrich ndmero 181-C.

RESULTADOS: la diferencia en la cuantificacion del peso de granos de
N. brasiliensis después de 96 horas de tratamiento con B-glucuronidasa
proveniente de neutréfilos fue de 58% en promedio. La concentracién
de azicares totales en sobrenadantes provenientes de la degradacién
de granos de N. brasiliensis fue de 27.2 y 21 mg/mL al utilizar 200
y 100 unidades/mL de enzima, respectivamente. La actividad de
B-glucuronidasa en cortes histol6gicos de pacientes con micetoma por
N. brasiliensis se confirmé al observar la coloracion roja caracteristica
de la reaccién de la enzima con el sustrato Naftol AS-BI B-D-acido
glucurénico.

CONCLUSION: la enzima B-glucuronidasa de neutréfilos muestra
buena actividad enzimatica sobre el cemento de unién (polisacarido
neutro) de los granos del actinomicetoma por N. brasiliensis.

PALABRAS CLAVE: Nocardia brasiliensis, micetoma, -glucuronidasa.
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Detecting enzymatic activity of

B-glucuronidase polymorphonuclear
neutrophil in human grains Nocardia
brasiliensis actinomycetoma, in vitro.

Palma-Ramos A!, Moreno-Aparicio AM?, Castrillon-Rivera LE!, Castafieda-
Sanchez JI', Mufioz-Duarte AR?!, Mendoza-Pérez F*, Padilla-Desgarennes C?

Abstract

BACKGROUND: Mycetoma is a common inflammatory syndrome
in Mexico that mainly affects the skin, subcutaneous tissue and to a
lesser extent, fascia, muscles and even bones and internal organs. It
is caused by actinomycetes (actinomycetoma) or true fungi (eumy-
cetoma). Intense inflammation penetrates grains actinomycetoma by
releasing enzymes such as -glucuronidase.

OBJECTIVE: To evaluate neutral polysaccharide degradation in the
grains with Nocardia brasiliensis B-glucuronidase treated of neutro-
phils.

MATERIAL AND METHOD: Three studies were conducted in grains of
patients with actinomycetoma by N. brasiliensis assisted at the Derma-
tological Center Ladislao de la Pascua, Mexico City: a) Quantification
of the difference in weight of grains treated with B-glucuronidase from
neutrophils. b) Quantification of total sugars released by polysac-
charide degradation of N. brasiliensis grains, by the phenol-sulfuric
method. c) In histological sections provided by the same hospital, the
determination of the enzymatic activity of -glucuronidase present in
the grains, with the use of the kit of lymphocyte enzymes Sigma Aldrich
No. 181-C was performed.

RESULTS: Difference in weight in grains of N. brasiliensis treated with
B-glucuronidase from neutrophils after 96 hours of treatment was 58 %
on average, when using an enzyme concentration of 200 and 100 units/
mL. Concentration of total sugars by the method of phenol-sulfuric,
supernatants from degradation grains N. brasiliensis using 195 units/
mL of enzyme was 27.2 ug/mlL and 97 units/mL of enzyme was 21 ug/
mL. Enzymatic activity of -glucuronidase was observed in red color,
which is result of the reaction of Naphthol AS-BI-B-D glucuronic acid.

CONCLUSION: B-glucuronidase enzyme from neutrophils has good
enzymatic activity on the cement binding (neutral polysaccharide) of
grains of actinomycetoma caused by N. brasiliensis.

KEYWORDS: Nocardia brasiliensis; mycetoma;, B-glucuronidase
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ANTECEDENTES

El micetoma es un sindrome anatomoclinico,
de tipo inflamatorio crénico, constituido por
aumento de volumen, deformacién de la region
y fistulas, por las que drena un exudado filante
que contiene las formas parasitarias Ilamadas
“granos”. Afecta principalmente la piel y el
tejido celular subcutdneo, pero puede afectar
fascia, misculo y hueso subyacente. Los agen-
tes causales son de origen exégeno, pueden
ser actinomicetos o eumicetos. La frecuencia
de micetoma por género corresponde a 76%
en hombres. El 76% se manifiesta en adultos
entre 16 y 50 anos de edad. El grupo laboral
predominante es el de campesinos (58%), se-
guido de amas de casa (22%). Los estados con
mayor casuistica son: Jalisco, Morelos, Nuevo
Le6n, Guerrero, Veracruz y Michoacan. Las
regiones corporales mds afectadas son las ex-
tremidades inferiores (60%) y el tronco (20%).
En México predominan los actinomicetomas y
tienen frecuencia de 96.5%, el principal agen-
te etiolégico es Nocardia brasiliensis (65.5%),
seguido por 8% de Actinomadura (incluida A.
pelletieri) y 1% de Streptomyces somaliensis.'?
El eumicetoma (3%) es causado principalmente
por Trematospheria grisea (28%) y M. myceto-
matis (268%).> En el estudio histopatolégico
los cortes microscopicos del tejido afectado
muestran una epidermis con hiperqueratosis
paraqueratdsica, depdsitos de fibrina, eritrocitos
y restos celulares, acantosis irregular intensa
con area de hiperplasia pseudoepiteliomatosa.
En la dermis superficial, media y profunda se
observa un infiltrado moderadamente denso de
linfocitos, histiocitos, plasmocitos y focos de
polimorfonucleares,* asi como acumulacion de
neutréfilos en la dermis que causan microabsce-
sos, que rodean un grano eosinéfilo con clavas
en su superficie.>” Los polimorfonucleares
neutréfilos (PMN) se encuentran en la primera
linea de defensa contra infecciones, principal-
mente a través de la fagocitosis; la generacién

2016 noviembre;60(6)

de moléculas toxicas, asi como la liberacion
de enzimas son cada vez mas importantes por
su contribucién a la regulacién en el desarrollo
de la respuesta inmunitaria inflamatoria.® La de-
granulacién de los granulos azurdfilos se limita
principalmente una vez que se forma la vacuola
fagocitica durante el proceso de la fagocitosis.
La mieloperoxidasa en los granulos azuréfilos
es de gran importancia para el correcto funcio-
namiento del sistema bactericida dependiente
de oxigeno y junto con esta enzima se encuen-
tran también en estos granos defensinas y otras
enzimas, como la B-glucuronidasa, lisozima y
la elastasa, entre otras.” La f3-glucuronidasa es
miembro de la familia de las glucosidasas que
catalizan la descomposicion de carbohidratos
complejos. En humanos, la B-glucuronidasa es
un tipo de glucuronidasa (miembro de la familia
de las glucosidasas 2) que cataliza la hidrélisis
del p-D-acido glucurénico del extremo no re-
ductor de mucopolisacaridos (también conocido
como glicosaminoglicanos), como el heparan
sulfato.™

MATERIAL Y METODO

Determinacion de actividad enzimatica in vitro
de la B-glucuronidasa de polimorfonucleares
neutréfilos sobre los granos de Nocardia
brasiliensis*2

Los granos de Nocardia brasiliensis utilizados los
proporcioné el Centro Dermatolégico Ladislao
de la Pascua; se secaron cuatro granos de N. bra-
siliensis en la estufa a 37°C durante 40 minutos.
Una vez secos, se pes6 cada uno por separado.

Para determinar la actividad enzimatica de la
B-glucuronidasa, los cuatro granos se colocaron
uno en cada pozo de una placa de 96 pozos,
identificindolos de acuerdo con su peso de
mayor a menor (1-3) y se dejé un grano como
control negativo.
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Se prepararon tres concentraciones de la enzima
a partir de un vial con una concentracién de
400 unidades/mL (200, 100 y 50 unidades/mL)
en solucién buffer de acetato de sodio 100 mM
con pH 5.2; se colocé un grano por concentra-
cion.'

Los granos se incubaron durante cuatro dias en
camara himeda a 37°C y 150 rpm, se tomaron
alicuotas del sobrenadante a las 0, 48, 72 y 96
horas, una de 30 pL para la cuantificacién de
azulcares por el método de fenol-acido sulfirico
y una de 20 pl para realizar la cuenta estandar
de bacterias.

Después de 96 horas de incubacién, los granos
se secaron a 37°C durante 40 minutos y se pesa-
ron para cuantificar la diferencia del peso seco
después del tratamiento con la enzima.

Método colorimétrico de fenol-acido sulfirico
para cuantificacion de azlcares totales
(DuBois M, 1956)*

A partir de una solucién stock de glucosa de 400
pg/mL se preparé una curva de calibracion con
diferentes concentraciones de glucosa (10, 20,
30, 40, 50 y 60 pg/mL).

1. Se tomaron 30 plL de cada dilucién o muestra
problema y se colocaron en una placa de 96 pozos.

2. Se adicionaron 15 pL de solucién de fenol a
5% e inmediatamente después se agregaron 75
pL de &cido sulfirico concentrado. Se dejaron
reposar por 15 minutos y se colocaron en una
incubadora a 30°C por 15 minutos.

3. Las muestras se leyeron con un lector de ELISA
a una longitud de onda de 492 nm.

Cuenta estandar de bacterias de los granos de
N. brasiliensis

Se tomaron 10 pL del sobrenadante de los granos
tratados con B-glucuronidasa en amortiguador
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de acetato de sodio 100 mM pH 5.2, se sembré
directamente en agar de infusién cerebro cora-
z6n (BHI) en cajas de Petri, después se tomo la
segunda alicuota de 10 pL del sobrenadante, se
realizaron diluciones en solucién salina (107,102,
107) y se incubaron a 37°C durante 48 horas.

Para determinar si el amortiguador de acetato
de sodio es capaz de inhibir el crecimiento de
Nocardia se realizé la curva de crecimiento en
este medio.

Curva de crecimiento de Nocardia brasiliensis
cepa CECT 3032 en amortiguador

Se realizé una suspensién bacteriana con N.
brasiliensis en caldo BHI 300x10® UFC/mL. Se
utilizé una placa de 12 pozos. En lafila 1 se agre-
g6 1.5 mL de caldo BHI y en la fila 2 se agrego
1.5 mL de la solucién amortiguador de acetato
de sodio 100 mM con pH 5.2 en cada uno de
los pozos; después se agreg6 una alicuota de 7.5
L de la suspension de N. brasiliensis, como se
muestra en la Figura 1.

La placa se incub6 a 37°C durante 48 horas en un
equipo EPOCH/2 lector de microplacas (Biotek),
se tomaron muestras cada hora para obtener la
curva de crecimiento. Las muestras se leyeron a
una longitud de onda de 492 nm.

Determinacion de la actividad enzimética
de la B-glucuronidasa presente en cortes
histolégicos de muestras de pacientes
infectados con Nocardia brasiliensis

Se desparafinaron las laminillas para posterior-
mente fijarlas por 30 segundos con la solucién
citrato/acetona/formaldehido del paquete; se
aclararon con agua desionizada para su posterior
incubacién en la solucién incubadora del paque-
te, contenida en un vaso de Coplin protegido de
la luz, a 37°C por 90 minutos; al término de la
incubacion cada muestra se aclaré con agua de
grifo por tres minutos; se dejo secar al aire por 15
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Figura 1. Curva de crecimiento de Nocardia brasiliensis cepa CECT 3032.

minutos para finalmente sumergirla en un vaso
de Coplin con una solucién de azul de metileno
a 10% para el contraste.

Se determind la existencia de la enzima en tres
cortes histologicos de pacientes con actinomice-
toma causado por N. brasiliensis; esto se realizé
con ayuda del equipo de enzimas linfocitarias
nimero 181-C de Sigma Aldrich que contiene
Naftol AS-BI B-D-acido glucurénico como sus-
trato y pararosanilina como indicador. La prueba
se realizd en tres cortes histol6gicos.'

El fundamento de la reaccion se muestra a con-
tinuacion:
B-glucuronidasa:

a-naftol AS-BI BG Complejo de naftol
B-D-glucurénido Pararosanilina AS-BI-HPR
hexazotada cromogénico
insoluble (rojo)
RESULTADOS

Determinacion de la actividad enzimética in vitro
de la p-glucuronidasa cuantificando la diferencia
de peso en los granos de Nocardia brasiliensis

Antes del tratamiento con la enzima, los granos
de N. brasiliensis se secaron y pesaron para
obtener su peso inicial. Después de 96 horas

de tratamiento con la enzima B-glucuronidasa
se realiz6 el mismo procedimiento: los granos se
dejaron secar y se volvieron a pesar para tener
su peso final, como se muestra en el Cuadro 1.

Como se observa en el Cuadro 1, al utilizar una
concentraciéon de enzima de 200 unidades/mL
en el primer grano, el peso perdido fue de 500
pg, es decir, 50% de su peso inicial; con la con-
centracién de 100 unidades/mL utilizada en el
segundo grano el peso perdido fue de 200 pg, es
decir, 67% de su peso inicial y con la concen-
tracion de 50 unidades/mL utilizada en el tercer
grano no hubo efecto. La pérdida de peso entre
los dos primeros granos fue de 58% en promedio,
al utilizar una concentracion de enzima aproxi-
mada entre 100 y 200 U/mL (Figura 2).

Determinacion de la actividad enzimatica in
vitro de la p-glucuronidasa sobre los granos
de Nocardia brasiliensis por el método
colorimétrico de fenol-acido sulfurico (DuBois
M)lS

Para determinar la concentracién de aztcares
presentes en el sobrenadante proveniente del
tratamiento enzimatico de los granos se elaboré
una curva estandar con concentraciones cono-
cidas de glucosa. Una vez realizada la curva de
calibracién de glucosa se realizé el tratamiento
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Peso de los granos al inicio y final del tratamiento con la enzima p-glucuronidasa

Granos Concentracion de

B-glucuronidasa (U/mL) (ng)

1 200 1000 500
2 100 300 100
3 50 100 100
< 70
c 607
o 50-
g 401
L 30-
_—S 204
e
£ 104
& 0 —
200 100 50

Concentracién de p-glucuronidasa

Figura 2. Porcentaje de pérdida de peso de los granos
de N. brasiliensis después de las 96 horas del trata-
miento con B-glucuronidasa proveniente de células
de polimorfonucleares neutrofilos.

de tres granos con tres diferentes concentracio-
nes (200, 100 y 50 unidades/mL) de la enzima
B-glucuronidasa en solucién amortiguadora de
acetato de sodio 100 mM con pH 5.2 (un grano
por cada concentracion de enzima), se tomaron
alicuotas del sobrenadante a diferentes tiempos
y se cuantificaron la concentracién de azlcares
por el método de DuBois (Cuadro 2).

La concentracién de azdcares en el so-
brenadante de los granos tratados con las
concentraciones de enzima de 200 y 100 uni-
dades/mL aumenté en las primeras 72 horas.
En el grano 3 se utilizé una concentracién de
50 unidades/mL y se observé aumento en la
concentracion de azicares Gnicamente a partir
de las 48 horas y se mantuvo asi hasta las 96
horas. Las otras dos concentraciones mostraron

Peso inicial [ Peso final (ug)
a las 96 horas

Pérdida de peso por Pérdida de peso por

accioén de la accioén de la
B-glucuronidasa B-glucuronidasa (%)
500 50
200 67
0 0

tres veces mas degradacién (Cuadro 2). Debido
a que los granos utilizados no tenian el mismo
peso, se realiz6 la normalizacion, que permite
determinar la relacion de los valores de concen-
tracion de azucares liberados respecto al peso
de los granos; posteriormente se comparé con
el valor del tiempo 0 h (sin tratamiento), los
resultados relativos de la liberacion de azlcares
se muestran en la Figura 3.

Cuantificacion de UFC en sobrenadantes
de granos de N. brasiliensis tratados con
diferentes concentraciones de p-glucuronidasa

Durante el tratamiento de los granos con la
enzima se tomaron muestras del sobrenadante
y se realiz6 la cuenta de unidades formadoras
de colonias (UFC) de N. brasiliensis en agar BHI
(Cuadro 3).

Como se observa en el Cuadro 3, a las 0 horas
no hubo crecimiento en ninguno de los tres
sobrenadantes de los granos de N. brasiliensis
tratados con la enzima, a las 48 y 72 horas sélo
hubo crecimiento de N. brasiliensis en el grano
2 tratado con 100 unidades/mL de la enzima,
donde se encontr6 aumento gradual en cada
tiempo; a las 96 horas no hubo crecimiento en
ningln sobrenadante.

Para observar si el amortiguador de acetato de
sodio 100 mM con pH 5.2 puede inhibir o faci-
litar el crecimiento de N. brasiliensis se utilizd
la cepa tipo de N. brasiliensis CECT 3032 en
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Cuadro 2. Concentracién de aztcares totales en el sobrenadante a distintas concentraciones de p-glucuronidasa y en dife-
rentes tiempos

Concentracién de aziicares (ug/mL)

Tiempo de Grano 1. Grano 2. Grano 3.
incubacion (horas) Concentracion de Concentracion de Concentracion de

B-glucuronidasa B-glucuronidasa B-glucuronidasa
200 U/mL 100 U/mL 50 U/mL

48 21.7 18.0 8.1
72 27.7 21.2 8.0
96 21.2 19.4 7.7

amortiguador de acetato de sodio 100 mM con
pH 5.2 y se realizé la curva de crecimiento, se
comparo con el crecimiento de la misma cepa
en caldo BHI.

—
N
1

=
™ O
M 1

En la Figura 4 se muestra que N. brasiliensis en
caldo BHI tuvo un crecimiento tipico en el que
puede verse que la fase exponencial comienza
a las 10 horas y se mantiene hasta las 23 horas,

Cuantificacion relativa

N N . . . .
NS NP WS & después comienza su fase estacionaria hasta las
SN SN O 0\&

Q
G@“%QQ Q@“\Qg e 27 horas.
@ 0 horas @ 72 horas

| 48 horas | 96 horas
|

Figura 3. Calculo de la liberacion relativa de aztcares
en los granos tratados con diferentes concentraciones
de B-glucuronidasa.

En la Figura 5 se muestra el comportamiento
de N. brasiliensis en el amortiguador de acetato
de sodio 100 mM con pH 5.2 utilizado en el
ensayo enzimatico; como se observa, se man-
tuvo la concentracion del inéculo las primeras
12 horas.

Cuenta de UFC/mL de los sobrenadantes de granos de N. brasiliensis tratados con diferentes concentraciones de
B-glucuronidasa

_ Unidades formadoras de colonias

Tiempo de Grano 1. Grano 2. Grano 3.
incubacion (horas) Concentracion de Concentracion de Concentracion de

B-glucuronidasa B-glucuronidasa B-glucuronidasa
200 U/mlL 100 U/mlL 50 U/mL

48 - 5x10* -
72 - 5x10° -
96 - - -
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Figura 4. Curva de crecimiento de N. brasiliensis CECT
3032 durante 48 horas en caldo BHI.
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Figura 5. Curva de crecimiento de N. brasiliensis cepa
CECT 3032 durante 48 horas en amortiguador de
acetato de sodio 100 mM con pH 5.2.

Determinacién de la actividad enziméatica de
la B-glucuronidasa presente en los granos de
Nocardia brasiliensis

En el grano por Nocardia brasiliensis se observan
células mononucleares y polimorfonucleares ro-
deadas por bacilos en agregados y la formacion
de filamentos.

En las Figuras 6 a 8 puede observarse actividad
enzimatica de la -glucuronidasa proveniente de
células polimorfonucleares neutréfilos presentes
en actinomicetomas por Nocardia brasiliensis,
demostrada a través de la reacciéon efectuada
con el paquete de enzimas linfociticas nimero
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Figura 6. Actividad enzimatica positiva de
B-glucuronidasa en corte histolégico de un acti-
nomicetoma por N. brasiliensis demostrada por la
coloracion roja en el centro del grano (paciente 1).

Figura 7. Actividad enzimdtica positiva de
B-glucuronidasa en corte histolégico de un acti-
nomicetoma por N. brasiliensis demostrada por la
coloracion roja en el centro del grano (paciente 2).

181-C que utiliza como sustrato al Naftol AS-BI
B-D-acido glucurénico y pararosanilina como
indicador y al entrar en contacto con la enzima
B-glucuronidasa contenida en el corte, libera
naftol y forma un complejo cromogénico de co-
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Figura 8. Actividad enzimatica positiva de
B-glucuronidasa en corte histolégico de un acti-
nomicetoma por N. brasiliensis demostrada por la
coloracion roja en el centro del grano (paciente 3).

lor rojo. Esta coloracion puede observarse en el
grano, como se muestra en las figuras anteriores.
La cantidad de enzima que se encuentra en los
granos es capaz de degradar al polisacérido neu-
tro que amalgama a las bacterias en el grano.™

DISCUSION

En 2014 Palma y su grupo demostraron la ac-
tividad enzimdtica de la B-glucuronidasa en
granos de pacientes con actinomicetoma por
Actinomadura madurae que dio como resultado
la degradacion del polisacarido acido sulfatado
presente en estos granos, cuantificando la con-
centracién de azlcares en el sobrenadante del
estudio de la actividad enzimatica.'®'”

En el caso de los granos de Nocardia brasilien-
sis el polisacdrido es neutro y al cuantificar
el peso de los granos tratados con la enzima
B-glucuronidasa se encontré pérdida significativa
de 58%, aproximadamente, al utilizar las con-
centraciones enzimdticas de 200 y 100 unidades/
mL se observaron buenos resultados.
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Al cuantificar los azicares totales en el amor-
tiguador usado para realizar la actividad de la
B-glucuronidasa en los granos de N. brasiliensis
también comprobamos que la enzima logra de-
gradar la capa de polisacérido neutro que rodea
los granos, porque la concentracion de azicares
fue en aumento hasta las 72 horas de actividad,
principalmente en las concentraciones de 200
y 100 unidades/mL.

De acuerdo con la cuenta estandar de N. brasi-
liensis alas 48 y 72 horas de actividad enzimdtica
con B-glucuronidasa, en la concentracién de 100
unidades/mL se observé aumento en las UFC/
mL en cada tiempo, por lo que se demostré que
las bacterias que se encuentran en los granos de
actinomicetoma se liberaron debido a la degra-
dacioén de la capa de polisacarido neutro que las
rodea. Hay un problema en la cuantificacién de
UFC/mL porque es probable que las bacterias
presentes en el centro del grano no sean viables.

En los estudios realizados utilizando el paquete
de enzimas linfociticas nimero 181-C de Sigma
Aldrich en cortes histologicos de granos de N.
brasiliensis se logré observar la actividad enzi-
matica in situ de la B-glucuronidasa proveniente
de los polimorfonucleares que se encuentran
rodeando y dentro de los granos en el actino-
micetoma por este microorganismo.

En la determinacién de la actividad enzimética
de la B-glucuronidasa presente en los cortes de
los granos de N. brasiliensis también se observan
células mononucleares y polimorfonucleares
que contienen bacilos en agregados y la forma-
cién de filamentos. '

Es importante reflexionar acerca de la importan-
cia del polisacarido en los granos de Nocardia
brasiliensis como factor de patogenicidad porque
puede considerarse biopelicula. Las biopeliculas
son comunidades microbianas que constituyen
la forma mas exitosa de colonizacion de los
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microorganismos;'2° también son el origen
de muchas enfermedades, como fibrosis quis-
tica, otitis media, periodontitis e infecciones
nosocomiales, entre otras.?'?? Se consideran
comunidades bacterianas que crecen embebidas
en una matriz de exopolisacarido autoproducido
y adheridas a una superficie inerte o un tejido
vivo.? La formacion de las biopeliculas ocurre
como un proceso continuo de acuerdo con varias
fases: acondicionamiento, adhesion, sintesis de
matriz extracelular, maduracién y dispersion,**
lo que lleva a la generacion de una estructura
uniforme a manera de depdsitos homogéneos y
acumulaciones viscosas celulares rodeadas de
una matriz de polimeros con canales abiertos
para el movimiento de agua.?® Estos hallazgos
son importantes porque la descripcion del cre-
cimiento de N. brasiliensis como biopelicula
puede modificar sustancialmente el conoci-
miento de la posibilidad de interferencia en las
respuestas inmunolégicas para eliminar a este
patégeno; incluso puede considerarse un factor
de virulencia que facilite la persistencia de esta
bacteria en el huésped y la posibilidad de que
el exopolisacdrido que ésta secreta interfiera en
la resistencia a los antibiéticos en el tratamiento
del actinomicetoma.?**

CONCLUSION

La enzima fB-glucuronidasa de neutréfilos tiene
buena actividad enzimatica sobre el cemento
de unién (polisacarido neutro) de los granos del
actinomicetoma por N. brasiliensis.
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