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INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad autosémica recesiva de mayor mortalidad
en individuos caucasicos (52)(130). Las escasas referencias recuperadas del folclore medieval,
indicaban la prediccién de la muerte temprana de infantes a los mostraban un sabor salado
en la piel cuando eran besados: “Lastima de aquel nifio el cual al ser besado en la frente
tenga sabor salado. El esta embrujado y pronto deberd morir’ (Anénimo). La enfermedad fue
descrita por primera vez en 1595 por Peter Paaw en Holanda, el cual realizé una autopsia en
una nina fallecida de 11 afios de edad, la cual se suponia habia sido “hechizada”. En sus
anotaciones describidé que la nifia se encontraba muy delgada, con el pancreas abultado y de
color blanco brillante (55). En 1677, Gearduis Blasius publica un libro titulado “Observations
Medicae Rariores” donde se describe la autopsia de un nifio con una atrofia del pancreas, el
cual se encontraba cirrético (de consistencia fibrosa dura). Asi, en los pueblos de Europa,
guedé instaurado en el imaginario de la época que todo nifio con cuadro de desnutricidén y
que en su frente presentara un excesivo sabor salado se encontraba embrujado (55). No fue
hasta principios del siglo pasado, cuando la patdloga norteamericana Dorothy Andersen en
1938 describe la enfermedad y utiliza por primera vez el término "Fibrosis Quistica del
Pancreas" adquiriendo asi su nombre actual. El doctor Sydney Farber en 1945 introdujo el
término de mucoviscidosis para contrarrestar la nomenclatura de Andersen que sdlo se
enfocaba en el pancreas, mientras él creia firmemente que esta enfermedad era
generalizada y debida al estado del mucus. Finalmente en 1989, el grupo del Dr. Kerem y
colaboradores publican que la FQ es una enfermedad causada por la mutacién en un gen que
codifica una proteina de 1.480 aminodcidos denominada regulador de conductancia
transmembrana de la FQ (acrénimo en inglés Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator; CFTR), la cual se expresa en muchas células epiteliales y sanguineas (90)(138). Esta
proteina, se comporta como un canal de cloro, controlado por AMPc, que regula
directamente los movimientos de los iones cloruro e indirectamente los movimientos del
sodio y agua. Su deficiencia da lugar a la produccién de un moco anémalo y espeso en todos
los drganos, especialmente en los pulmones, pancreas, intestino, higado, glandulas
sudoriparas y conductos deferentes en los varones, con interferencia en su funcionalismo.
Aungue la mayoria de las personas sanas tienen dos copias funcionales del gen, sélo una es
necesaria para impedir el desarrollo de fibrosis quistica. La FQ se desarrolla cuando ninguno
de estos genes funciona normalmente. En consecuencia, se la considera una enfermedad

autosdmica recesiva (21).
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1.1.1. Estructura y funcién del gen CFTR

Estructuralmente, el gen que codifica al CFTR pertenece a la denominada
superfamilia de transportadores ABC (ATP binding cassette). Este gen se encuentra localizado
en el brazo largo (q) del cromosoma 7 en la posicion 31.2, conteniendo 27 exones (124). La
proteina CFTR es un polipéptido, el cual en su forma madura tiene un peso molecular de 170
KDa. La estructura terciaria de la proteina esta constituida por cinco dominios, 2 dominios
transmembrana y 3 citosdlicos (Figura 1). Los primeros son denominados dominios MSD
(membrane spanning domains), cada uno constituido por seis hélices alfa, que posibilitan el
paso de la proteina a través de la membrana celular. En el citosol se encuentran, dos
dominios de unién a nucleétidos NBDs (nucleotide binding domains), lo que permite a la
proteina utilizar energia en la forma de ATP. Finalmente, la activacion de CFTR se produce
por reaccion de fosforilacién en el dominio R (regulador), mediante una proteina quinasa A
(PQA). El carboxilo terminal de la proteina estd unido al citoesqueleto por interaccién con
dominios proteicos (138)(153). La regulacion de CFTR depende principalmente de dos
factores, la concentracién de ATP intracelular y de un mecanismo de fosforilacion. Previo a la
apertura del canal, el dominio R esta fosforilado en numerosos sitios de fosforilacion
mediante la proteina PQA dependiente de AMPc. Este evento posibilita la interaccion del ATP
con los NBDs que conduce a un cambio conformacional en los MSDs, permitiendo la apertura
y cierre del canal. De esta forma la unidn e hidrélisis del ATP a los NBDs llevara a una
regulacién fina del flujo de iones cloruro a través del canal. La actividad del canal finaliza
cuando una fosfatasa desfosforila el dominio R y retorna CFTR a su estado de reposo. Por lo
tanto la apertura y cierre del canal CFTR dependera del balance de la actividad quinasa (PQA)

y fosfatasa intracelular (PPasa) (95).
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Canal cerrado Canal Abierto

Figura 1. Modelo estructural simplificado del canal de cloro CFTR. El flujo del cloro a través del
poro del canal esta regulado por la fosforilacion de una proteina quinasa A (PKA) dependiente
de AMPc y ciclos de ATP ligados a la hidrélisis en los NBDs. Abreviaciones: MSD, dominio
transmembrana; PKA, proteina quinasa A; PPases, proteina fosfatasa; NBD, dominio de union
a nucledtido; P, fosforilacién del dominio regulador R; Pi, fosfato inorganico; R, dominio
regulador (tomado de Li H y colaboradores, 2007 (96)).

1.1.2. Mutaciones en el gen CFTR

Hasta el presente se han identificado unas 1.600 mutaciones en el gen que codifica la
proteina CFTR. La mayoria de estas mutaciones se encuentran confinadas a grupos familiares
particulares, con unas pocas mutaciones comunes causantes de la enfermedad en la mayoria
de los individuos. Aproximadamente en el 75% de todos los pacientes a nivel mundial, la
mutacion mdas comun es la AF508, que lleva a una delecion de la fenilalanina en la posicidn
508 de la proteina CFTR (97). Las mutaciones han sido divididas en cinco clases basadas en las
alteraciones en el CFTR. Las clases | y Il estan relacionadas con la pérdida total de la funcién
del gen. En cambio las mutaciones clase lll, IV y V manifiestan defectos en la regulacién,
conduccién de cloro por la proteina o que la misma se encuentre en muy baja concentracion.
Las mutaciones de clase | producen un defecto en la sintesis de CFTR debido a un coddn de
stop prematuro, resultando en la ausencia del producto final. En la clase Il, que incluye la
mutacion AF508, hay una produccion anormal de la proteina CFTR que no logra sin embargo,
salir del reticulo endosplasmico y es degradada prematuramente. Las mutaciones tipo clase

Ill, muestran la proteina CFTR en la membrana apical pero exhiben una disfuncion en la
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activacion y regulacidn a nivel de membrana. En las mutaciones clase IV, CFTR se expresa en
la membrana celular pero la conduccion de cloro es reducida. La clase V presenta una
disminucién de la funcién a nivel de membrana producto de una reduccién del splicing o
“empalme” normal del CFTR. La amplia variedad de mutaciones en el CFTR explicarian

parcialmente la heterogeneidad de las manifestaciones clinicas entre pacientes FQ (136).

1.1.3. Distribucion de frecuencias de mutaciones del gen CFTR

La distribucion de los alelos del gen CFTR varia dentro de una poblacién. La
frecuencia de portadores con mutaciones AF508 ha sido estimada en 1:200 en el norte de
Suecia, 1:143, entre los lituanos y 1:38 en Dinamarca. Sin embargo, en paises como Finlandia
este constituye un alelo minoritario ha sido reportado que esta mutacidon se manifiesta en
so6lo 20 familias (pedigree) en Finlandia (175)(143)(68)(80). En Brasil también se han hecho
estudios sobre distribucién de mutaciones entre pacientes FQ siendo la mutacion del alelo
AF508 la mas frecuente (42). En Argentina, un estudio llevado a cabo por el Dr. Fernando
Renteria y colegas del Hospital de Nifios Sor Maria Ludovica de La Plata, informd una
frecuencia en la mutacidon AF508 del 57,7% entre los pacientes analizados, siendo la variante

alélica G542X la segunda mutacién mas frecuente con un valor del 4,8% (137).

Tabla 1. Distribucion mundial de las frecuencias de las principales mutaciones del gen CFTR.

Mutacidn Frecuencia "

AF508 66%-70%
G542X 2,4%
G551D 1,6%
N1303K 1,3%
W1282X 1,2%
Otras 27,5%

(*) Datos obtenidos de De Araujo y colaboradores (42).

1.2. Epidemiologia de la Fibrosis Quistica

Se ha reportado que en la poblacidn caucasica la incidencia es de esta enfermedad es
de 1 en 2570 nacimientos (142). Sin embargo se debe tener en cuenta que la incidencia
difiere segun los distintos grupos raciales, probablemente como reflejo de una historia
diferente. En los Estados Unidos, 1 de cada 4.000 nifios nacen con fibrosis quistica (145). En
este pais el estudio de la distribucion de la enfermedad por raza permitié comprobar que la

misma afecta a alrededor de 1/3.300 nacidos vivos para nifios de raza blanca, a 1/15.300
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nacidos vivos de nifios de raza negra y a 1/32.000 de origen asidtico (145) . En Espafia la
incidencia se estima en 1 de 4.500 nacimientos y en Irlanda 1 de cada 1.353, lo cual
corresponde a la mayor incidencia mundial (21). En la Argentina, los ultimos datos
reportados por el Programa de Pesquisa Neonatal de Fibrosis Quistica en el afio 2008 indican
una incidencia de 1 caso en 6.775 nacimientos, pero es muy probable que sélo el 50% de
todos los casos hayan sido considerados (38)(139). Datos de la Asociacién Argentina de Lucha

contra la Enfermedad Fibroquistica del Pancreas (FIPAN) (http://www.fipan.org.ar/)

informan que 1 de cada 4000 recién nacidos padece esta enfermedad estimando que en

nuestro pais nacen entre 300 a 400 nifos por aio con fibrosis quistica.

Paises UE , Paises E

Grupo de edades (afios)
W
L

T T T T T T T T T T T T T 1
21 18 15 12 9 6 3 0 3 6 9 12 15 18 21
Proporcion de pacientes %

Figura 2: Pirdmide de poblacion de edad media de los pacientes con FQ en paises
de Unidn Europea (UE) y los paises pertenecientes solo a Europa (E).

En 1958 se detectd el primer caso de FQ en Argentina, y en 1968 comenzd la atencion
de estos pacientes en el Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez de Buenos Aires. Segun datos
del Registro Latinoamericano de Fibrosis Quistica (REGLAFQ, afio 1997) elaborados sobre
mas de 1800 pacientes, en Argentina hasta finales de los 80" la edad media al diagnéstico era
de 31 meses y la edad media del fallecimiento era 5 afios (139). La Sociedad Europea de
Fibrosis Quistica (ECF) y el proyecto del 6PM EuroCareCF elaboraron un informe en
colaboracidn con el Registro Demografico Europeo de Fibrosis Quistica para demostrar las
discrepancias en el diagndstico, el tratamiento y la esperanza de vida - en Ultima instancia -
paciente entre los "nuevos" y "antiguos" Estados miembros de la Union Europea, asi como
los terceros paises de Europa. Datos demograficos comparativos de la poblacién
Fibroquistica Europea de 29.000 pacientes con FQ de 35 paises europeos, divididos de

acuerdo a su condicién de miembro de la UE en 2003 se muestran en la figura 2. En resumen
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como era de esperar, los paises de larga data de la UE tenian una mayor proporcién de
pacientes de edad avanzada. Los paises no pertenecientes a la UE y los Estados miembros de
la UE recientemente tuvieron una menor prevalencia de pacientes con fibrosis quistica,
debido probablemente a un incompleto diagnéstico, la reduccion del acceso al tratamiento,
la mortalidad prematura y la infancia (115). Se ha sugerido que este estudio puede servir
como modelo, demostrando a los responsables politicos como los recursos asignados para el
diagndstico y la intervencion temprana puede afectar el resultado de la enfermedad para los

pacientes con una enfermedad rara.

La fibrosis quistica es una enfermedad que acorta la vida media de los pacientes. Sin
embargo con un adecuado tratamiento la expectativa de vida de los mismos se puede
prolongar. La esperanza de vida para los individuos fibroquisticos en paises desarrollados
como Estados Unidos y Dinamarca puede llegar a superar los 60 afos, ya que la misma esta
asociada directamente al tipo de tratamiento que reciben los pacientes. En la actualidad en
Argentina los pacientes pueden superar los 35 afios (datos obtenidos de FIPAN). La fibrosis
quistica afecta tanto a hombres como mujeres. Sin embargo las estadisticas han demostrado
que los hombres tienden a tener una mayor perspectiva de vida que las mujeres (140)(27).
En este sentido, si bien debido a las mejoras en la asistencia en los diferentes centros de
salud esta diferencia de género no es tan evidente, un estudio recientemente realizado en
Irlanda reporta una relacién entre la hormona femenina estrégeno y una mala evolucién del

paciente FQ (2).

1.3. Manifestaciones clinicas de la enfermedad

Histéricamente se ha considerado que la FQ es un trastorno genético que da lugar a
una enfermedad severa que se manifiesta en los primeros afios de la vida del nifio y cuya
sintomatologia mas comun se asocia a la mal absorcion intestinal lo que conlleva a diarreas
cronicas, malnutricion y a una neumopatia crénica. Sin embargo actualmente se la define
como un trastorno complejo que produce un amplio abanico de expresiones clinicas que
pueden aparecer a cualquier edad y también de forma atipica. Las manifestaciones clinicas
mas sobresalientes que sugieren el diagndstico de la enfermedad (Tabla 1) pueden presentar
una amplia variedad de expresiones a nivel gastrointestinal, respiratorio, endocrino y de
crecimiento. La afectacion digestiva es practicamente total y se alteran las tres funciones
principales: digestion, absorcion y motilidad, siendo la mala absorcidn el sintoma capital (21).

Entre las manifestaciones digestivas mas frecuentes se encuentran el ileo meconial que
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aparece en el 15% de los recién nacidos y la insuficiencia pancreatica (IP) que aparece en el
85-90% de los pacientes y que se desarrolla desde el nacimiento o el primer afo de vida,
condicionando una mala absorcién de grasas (50). Otras formas de presentacidn clinica
relativamente frecuentes son la pérdida severa de iones por el sudor en épocas estivales, con
alteraciones del equilibrio 4cido-base, de instauracidon aguda (deshidratacion hiponatrémica,
alcalosis metabdlica, hipocalemia e hipocloremia) o crénica (alcalosis hipoclorémica con
cuadro de postracion, anorexia y desmedro), y el sindrome de anemia, hipoproteinemia y
edemas que aparecen sobre todo en el recién nacido (131). La afectacidon hepatobiliar
relacionada con la fibrosis quistica aparece en el 18-37% de los pacientes. La diabetes
relacionada con fibrosis quistica, cuya incidencia y prevalencia aumentan con la edad, esta
causada por una insulinopenia progresiva secundaria a la pérdida gradual de tejido
pancreatico. En relacidn a la afeccidn respiratoria, los diferentes tipos de modificaciones de
la proteina CFTR alteran el transporte de cloro a través de las membranas y modifican las
secreciones bronquiales, haciéndolas mas viscosas. Asi, la enfermedad pulmonar resulta del
bloqueo de las vias aéreas mds pequefias con un moco espeso caracteristico. La inflamaciény
la infeccidon producen dafio a los pulmones y cambios estructurales que conducen a una
variedad de sintomas. En las etapas iniciales, comUunmente se presenta tos incesante,
produccién de flema, y una disminucién en la capacidad aerébica. Estos sintomas vy
manifestaciones empeoran cuando ocurre la colonizaciéon bacteriana, que puede crecer en
forma descontrolada y causar neumonia.

Ademas de infecciones por bacterias comunes, los pacientes FQ pueden desarrollar
con gran facilidad otros tipos de infecciones respiratorias. Entre éstas se encuentra la
aspergilosis (infecciones producidas por microorganismos del complejo Mycobacterium
avium, grupo de actinobacterias emparentadas con Mycobacterium tuberculosis) que puede
ocasionar dafios mayores al pulmdn, y que no responde a la terapéutica con antibidticos
convencionales. Asociadas a las infecciones respiratorias, estos pacientes presentan también
obstruccion en los senos paranasales debido a la acumulacidn de moco denso. La oclusion de
los orificios nasales, hace que se acumulen las secreciones y éstas crean un ambiente
propicio para la colonizacidn de los patégenos antes mencionados. En estos casos, se pueden
presentar dolor facial, fiebre, secrecidn nasal profusa y cefaleas. La inflamacién por sinusitis
cronica puede ocasionar en estos pacientes la formacién de pdlipos nasales que pueden
agravar la obstrucciéon de las vias respiratorias superiores e intensificar las dificultades
respiratorias (132).

Cuando la enfermedad se presenta de manera leve, no es detectada durante la

infancia, y suele no ser facilmente diagnosticada. En estos casos las manifestaciones clinicas
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difieren considerablemente, presentando una alteraciéon de la funcidn pulmonar leve a
moderada o incluso normal. Se reporté que en estos casos sélo un 15% de los pacientes
sufren insuficiencia pulmonar (6)(16). Ademads, aunque la mayoria de estos pacientes
presentan bronquiectasias difusas, la colonizacidn bronquial crénica por Pseudomonas
aeruginosa es menos frecuente, predominando otros gérmenes como el Haemophilus
influenzae, Staphylococcus aureus, complejo Burkholderia cepacia, Stenotrophomona
maltophilia y Achromobacter xylosoxidans. A veces se diagnostica la enfermedad por los
rasgos fenotipicos clinicos asociados con dos mutaciones del gen CFTR o por presentar
pancreatitis recurrente o en el curso de un estudio por infertilidad al detectarse una

azoospermia con ausencia bilateral de conductos deferentes (48).

Tabla 2. Manifestaciones Clinicas de la Fibrosis Quistica

Enfermedad Respiratoria Cronica

Tos crénica

Colonizacidn de las vias aérea por patogenos (Ej. S. aureus, P. aeruginosa)
Obstruccién de las vias aéreas

Anormalidades persistentes en el térax

Pansinusitis

Pélipos nasales

Enfermedad Gastrointestinal

lleo meconial, sindrome de obstruccidn intestinal distal, prolapso rectal
Insuficiencia pancreatica, pancreatitis

Cirrosis biliar

Edema con hipoproteinemia, deficiencia en vitaminas liposolubles
Sindrome de Pseudo-Bartter (pérdida de sal con alcalosis metabdlica)

Afeccidn enddcrina y de crecimiento

Diabetes

La mala absorcién de vitamina D produce baja disponibilidad de Ca y P lo cual
conduce a la osteoporosis.

Dedos en palillos de tambor producidos por hipoxia en los huesos

Infertilidad dada la azoospermia obstructiva

El sello distintivo de la enfermedad es sin duda el retardo en el crecimiento del nifio.
Los pacientes con FQ no logran, por lo general, ganar peso y altura. Las determinantes del
retardo en el crecimiento son multifactoriales e incluyen, la infeccién pulmonar crénica, la
mala absorcidon de nutrientes en el tracto gastrointestinal, y el aumento de la demanda

metabdlica asociado a la afeccidn crdnica. Por ello en la actualidad los pilares basicos de los
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tratamientos de los pacientes fibroquisticos se basan en la antibidtico terapia, la fisioterapia

y el control en la nutricidn.

1.4. Métodos de diagnadstico de la Fibrosis quistica
1.4.1. Test del sudor

El diagndstico temprano de la FQ, junto con un plan de tratamiento integral puede
mejorar tanto la longevidad como la calidad de vida del paciente. Por este motivo es esencial
contar con metodologias que permitan el diagndstico certero de la enfermedad. En este
sentido el test del sudor continda siendo una excelente herramienta diagndstica pero
siempre debe realizarse por un método validado. La prueba mide la concentracion de cloruro
en el sudor. Concentraciones >60 mmol/L confirman el diagndstico. Sin embargo, los
resultados deben ser interpretados siempre por expertos, en el contexto de cada paciente.
Asi, niflos menores de 3 meses de edad con FQ pueden presentar cifras entre 40 y 60 mmol/L
de cloruros, pero para algunos adultos se han descrito estos mismos valores e incluso < 40
mmol/L. Por lo tanto para confirmar el diagnéstico por este método se recomiendan dos

determinaciones positivas (116).

1.4.2. Diagndstico neonatal

El diagndstico neonatal de la enfermedad supone una excelente oportunidad para
mejorar los cuidados y las consecuencias de la enfermedad, permitiendo intervenir para
modificar su curso natural e implementar un tratamiento, previo a que se produzcan dafios
irreversibles en el individuo. En Argentina y otros paises, se realiza un chequeo neonatal de
FQ. Este andlisis se efectla en las primeras semanas de vida del recién nacido y se basa en la
evaluacion de tripsinégeno inmunoreactivo (TIR) en sangre (35)(133). Altas concentraciones
de TIR sugieren injuria pancreatica, consistente, aunque no especifica con FQ. Este marcador
se encuentra aumentado aun en neonatos con mutaciones del gen CFTR de clase IV y V
asociados con insuficiencia pancredtica. Los recién nacidos que exhiben una alta
concentraciéon de TIR en el examen inicial deben someterse a una nueva determinacion
pasadas 1 a 3 semanas del primer examen (TIR/TIR), o al anélisis de la muestra inicial para
determinar una mutacion del gen de CFTR especifica (TIR/DNA) (32)(161). La ventaja del
analisis TIR/TIR es que evita los problemas asociados con la deteccion de mutaciones de

clinica desconocida.
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1.4.3. Diagndstico genético

Para el diagndstico genético se requiere la demostracidon de la existencia de dos
mutaciones responsables de la alteracidn de la proteina CFTR. Se debe tener en cuenta que

el estudio completo del gen sélo se realiza en unos pocos laboratorios especializados (21).

1.5. Estrategias terapéuticas en el tratamiento de pacientes fibroquisticos

El mayor conocimiento de los origenes genéticos de la FQ ha llevado al desarrollo de
acciones terapéuticas que apunten a la restauracién de la funcidon genética (134). En ese
sentido, hace mas de 15 afios que diferentes grupos de investigacion en el mundo se
encuentran trabajando en la aplicacién de terapia génica para combatir la fibrosis quistica.
Esta estrategia permitiria restaurar la funcidon del gen CFTR lo cual llevaria a la resolucién
integral del problema (158). Algunos grupos de investigacién en Reino Unido, intentaron
terapias génicas del CFTR utilizando recubrimientos lipidicos no virales para introducir el gen
dentro de las células que recubren la nariz y las vias respiratorias superiores (65). Si bien
quedd demostrada su inocuidad, la capacidad de las células para corregir el defecto de la
fibrosis quistica transportando sal y agua hacia la superficie de las vias respiratorias, mejord
poco y fue ineficaz y breve. Por su parte en EE. UU. se ensayaron virus recombinantes como
vectores para la transferencia del CFTR a las células pulmonares (56).

Ensayos in vitro y en algunos casos in vivo mostraron avances en el caso de las
mutaciones de clase |, donde la proteina CFTR esta ausente, gentamicina y analogos pueden
anular las mutaciones de stop (parada) que interrumpen la sintesis de la cadena polipeptidica
(26). Los defectos del tipo de clase Il podrian ser resueltos mediante el uso de agregados
tales como 4-fenilbutirato, que aumentan la maduracidon de la proteina CFTR (144) o el
glicerol, que permiten el trafico de la proteina mal plegada a la superficie apical de la célula
(15). Varios agentes como inhibidores de la fosfodiesterasa y la genisteina flavonoide, que
tienen propiedad antioxidante beneficiosa, podrian mejorar la funcidon de las proteinas,
mutantes clase IlI-V. Agentes destinados a corregir la secrecidon de iones cloruro o la hiper-
absorcién de sodio y agua para rehidratar la superficie de la via aérea podrian ser de gran
beneficio previniendo la formacién n de tapones mucosos, reduciendo asi el tiempo de
contacto entre las bacterias y los epitelio y la mejora de la defensa del hospedador (12).
Otros métodos que han sido probados incluyen: los canales de iones existentes inhibiendo o
estimulandolos mediante drogas (por ejemplo, amilorida, benzamil, trifosfato de adenosina

y uridina) (10), el uso de agentes osméticos (por ejemplo, manitol, solucidon salina
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hipertdnica) (160) y la insercién de canales de aniones sintéticos en la membrana celular
(squalamime) (84).

El enfoque terapéutico utilizado en general, consiste en combatir las manifestaciones
secundarias de la enfermedad (infecciones bacterianas, reduccion de secreciones viscosas,
mala nutricidn, etc). La viscosidad de las secreciones mucosas en los pulmones depende
principalmente de las concentraciones de mucoproteina, la presencia de enlaces disulfuro
entre estas macromoléculas y el ADN. La N-acetilcisteina y DNasa actlan en contra de estos
factores para disolver el moco espeso y se utilizan para ayudar a aliviar los problemas
respiratorios (74). La aplicacién de fisioterapia respiratoria ha demostrado ser beneficiosa
para la funcidn pulmonar y mejora el drenaje bronquial (59). Aunque el espectro de
antibidticos con actividad contra las bacterias que se encuentran comunmente en el pulmén
del paciente FQ ha aumentado de manera remarcable, la infecciéon crénica y persistente
siguen siendo sumamente problematicas. El tratamiento con antibidticos para eliminar un
patégeno en particular tendrd un éxito limitado si otros miembros de la microflora del
pulmén del paciente pueden colonizar estos nichos, o si la eliminaciéon de un patdégeno
blanco crea nuevas oportunidades para otros patdgenos para evadir y ampliar la infeccidn
(70). Por otra parte, el tratamiento con antibidticos también crea una presion selectiva para
la resistencia. Por lo tanto, nuevos enfoques y estrategias necesitan ser explorados, como la
prevencion de la adherencia (por ejemplo, los bloqueadores de los receptores, antibidticos
macroélidos, heparina y dextrano) y la vacunacién contra algunos patégenos que se
encuentran comunmente entre los colonizadores (5).

Se reportd que el sistema de sefiales de quorum sensing en los organismos Gram-
negativos regula importantes eventos temporales durante el proceso infeccioso, incluyendo
la produccion de factores de virulencia y la formacién de biofilm (biopeliculas). Por lo tanto
intentar bloquear estos sistemas podria llevar a la identificacién de nuevas estrategias
terapéuticas destinadas a impedir el desarrollo del proceso infeccioso (20). Algunos autores
han sugerido que una mejor comprension de la ecologia microbiana, facilitara el desarrollo
de terapias mas prometedoras. El descubrimiento que una flora intestinal saludable protege
contra patégenos respiratorios puede resultar valioso en el futuro (70).

La inflamacién que ocurre en las vias respiratorias de pacientes con FQ en respuesta
a la disfuncién de CFTR vy las infecciones bacterianas se sabe que son los factores claves en la
lesién pulmonar y bronquiectasias posterior, que es el sello distintivo de la enfermedad
terminal (135). Por lo tanto, estrategias anti-inflamatorias son actualmente exploradas. Los

biomarcadores inflamatorios se pueden utilizar para controlar la progresién de la
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enfermedad o para evaluar la respuesta a un tratamiento y pueden jugar un papel
fundamental en el desarrollo de nuevos farmacos (147).

Tal como se menciond anteriormente, en el tratamiento de los pacientes FQ es
imprescindible disponer de un amplio programa de procedimientos intensivos en el que
participen médicos, personal de enfermeria, expertos en nutricién, fisioterapeutas,
especialistas en fisioterapia respiratoria y asistentes sociales. Los objetivos de un tratamiento
integral consisten en mantener un estado adecuado de nutricién, la prevenciéon o el
tratamiento agresivo de las complicaciones pulmonares y de otro tipo y la provision de un
apoyo psicosocial suficiente. Con una asistencia adecuada, la mayoria de los pacientes
pueden adaptarse bien a la vida social y escolar propia de su edad.

En el caso de los pacientes con fibrosis quistica en fase terminal, el trasplante de
pulmén es una alternativa cominmente empleada (66). Pacientes FQ receptores de
trasplante pulmonar tienen buenas perspectivas después del trasplante pulmonar y su
calidad de vida se ha visto mejorada enormemente. Sin embargo, todavia son propensos a las
complicaciones comunes de este tipo de intervencidon, como la disfuncién primaria del
injerto, rechazo agudo y crénico, gran variedad de infecciones y neoplasias malignas, y la

insuficiencia renal (45).

2. Patogenos respiratorios
2.1. Inflamacidn e infecciones del tracto respiratorio en pacientes fibroquisticos

En los pacientes FQ, la enfermedad a nivel pulmonar se caracteriza por un circulo
vicioso de inflamacion e infeccién, lo cual resulta en la principal causa de morbilidad y
mortalidad. Las personas FQ experimentan a diario diversos sintomas respiratorios cuya
intensidad es variable. Entre estos sintomas se pueden citar el aumento de tos y produccidn
de esputo, cambio en la apariencia del esputo, aumento de dificultad para respirar,
disminucién de la tolerancia al ejercicio, disminucién en el bienestar general, a los que debe
sumarse debilidad, fiebre y falta de apetito (59).

Los pulmones de los nifios con FQ son normales en apariencia al nacer, pero
rapidamente se inflaman e infectan. Estos individuos sufren un deterioro progresivo causado
por la persistencia de la triada inflamacidn, infeccion y obstruccién, que conduce a la
insuficiencia respiratoria y muerte (52). Se ha sugerido que la inflamacidn es previa a la
infeccién posiblemente relacionada a fallas en CFTR (92)(44). Los individuos FQ, aun
encontrandose sanos, exhiben un incremento en la sintesis de diversos mediadores de

inflamacidn, principalmente interleuquina 1 (IL-1), IL-8 y el factor de necrosis tumoral o (TNF-

24



Capitulo |

a) (24). En paralelo, la disminucidn de los niveles de IL-10 con actividad antiinflamatoria, no
logra limitar la inflamacién y genera la acumulacion de neutréfilos (91), los cuales liberan
elastasas y proteasas que lesionan el tejido pulmonar e interfieren con los mecanismos
fagociticos (102). Por estos motivos la inflamacion es considerada uno de los principales
factores del dafio pulmonar.

Las vias respiratorias de estos pacientes se ven afectadas por una gran variedad de
virus (virus sincitial respiratorio, adenovirus e influenza), hongos (especies de Aspergillus y
Candida) y bacterias. El espectro de patdgenos microbianos difiere considerablemente de la
de otros pacientes con enfermedad pulmonar crénica (51). Las vias respiratorias de los
pacientes fibroquisticos pueden ser colonizadas por bacterias patdgenas desde la primera
infancia (70) (62). La fundacién “Cystic Fibrosis Foudation” (CFF) recopila resultados de
cultivos microbianos obtenidos de pacientes FQ atendidos en los centros publicos
acreditados, y los publica anualmente en el registro CFF Patient Registry. Esta base de datos
muestra claramente que los primeros patégenos bacterianos que colonizan el tracto
respiratorio de estos pacientes son Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus vy
Pseudomonas aeruginosa (Figura 3). Los pacientes adultos pueden albergar ademas
Stenotrophomonas maltophilia, organismos del complejo Burkholderia cepacia (cBc),
Achromobacter xylosoxidans, especies de Klebsiella, Ralstonia, Bordetella, Pandoraea y
Burkholderia gladioli (41) (62).

La infeccion crénica de las vias aéreas tiene una secuencia mds o menos definida
progresando desde una bronquiectasia a hipoxia e hipercapnia, las cuales son caracteristicas
de la enfermedad pulmonar. Generalmente, los infantes con FQ son tempranamente
colonizados por Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, o ambos (141). No obstante
la colonizacion por Pseudomonas aeruginosa generalmente ocurre en nifios a partir de los 3
afios de edad (18). La infeccidn bacteriana persistente conduce a la generacion y secrecién de
citoquinas quimioatractantes, las cuales reclutan un gran numero de células
polimorfonucleares. P. aeruginosa amplifica el ciclo de inflamacién e infeccién por liberacién

de toxinas y elastasas que exacerban la injuria de cualquier célula en el area (72).
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Figura 3. Prevalencia de los patdgenos respiratorios comunes en pacientes FQ en funcién
de su edad del paciente. Tomada de Hauser y colaboradores, 2011 (62). El autor adapté
los datos reportados en el Annual Data Report of the Cystic Fibrosis Foundation Patient
Registry (57). Los valores de % indicados a continuacion de cada especie (columna
derecha) corresponden a la prevalencia de cada una de ellas registrada en EE. UU en el
afio 2008).

Posteriormente, las exotoxinas y los productos de los neutrdfilos dafiados estimulan
el reclutamiento de mas polimorfonucleares, por tanto esto lleva a mas inflamacidn, y un
aumento en el dafio tisular. La liberacion de ADN de células polimorfonucleares senescentes
conduce al incremento en la viscosidad del esputo (23). De este modo el pulmdn entra en un
ciclo vicioso de inflamacion, injuria pulmonar e infeccién que llevara a la pérdida de la
funcién pulmonar y por ende en estadios avanzados a la posibilidad de muerte del paciente.
Las vias aéreas favorecen el crecimiento de microorganismos por varias razones: un
microambiente adecuado dentro de nichos hipdxicos en placas de mucus adherente, este
mucus favorece la adhesién de bacterias y disminuye la remocién bacteriana por

mecanismos de la respuesta inmune innata (82)(114)(178).

Se ha reportado que inicialmente P. aeruginosa crece a nivel pulmonar como bacteria
no mucoide, fenotipo que puede ser removido por el hospedador, o erradicado por un
tratamiento antibidtico agresivo (78). Con el tiempo, las colonias de P. aeruginosa sintetizan
una capa de alginato y forman biofilms (19), los cuales una vez establecidos son dificiles o
imposibles de remover con el tratamiento antimicrobiano convencional. De acuerdo a los
registros de pacientes de la fundacion de fibrosis Quistica (EE.UU), aproximadamente el 80%
los pacientes mayores de 18 afos se encuentran colonizados por este organismo (73). En

este contexto, una practica habitual es el monitoreo de la presencia de P. aeruginosa, con
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aplicacion de estrategias para erradicar la infeccién temprana mediante el uso de antibidticos
inhalatorios con o sin quinolonas orales en investigacion (135). La figura 4 muestra un
esquema en el que se describe el ciclo por el cual la presencia de P. aeruginosa en las vias

aéreas de pacientes FQ lleva a una progresiva injuria y dafio pulmonar.

Como se menciond, las vias aéreas del paciente FQ pueden ser infectadas por otros
patdgenos tales como organismos pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia (cBc),
Stenotrophomonas maltophilia, Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA),
Ralstonia pickettii, Pandoraea spp. Acincetobacter spp. y micobacterias atipicas. Muchas
especies del complejo B. cepacia que tienen una resistencia a antibidticos innata, son
transmisibles de persona-a-persona y son altamente virulentas. Asimismo, la infeccidn por
organismos del complejo B. cepacia puede causar la disminucion de la funcién pulmonar, e
incrementar la mortalidad de los pacientes (43). En ocasiones, la infeccion con organismos
del complejo puede ser invasiva y desencadenar una bacteriemia fatal, comuUnmente
denominada “Sindrome cepacia” (83). Burkholderia cenocepacia, una de las especies del
complejo es altamente transmisible y su infeccidn estd relacionada al rapido deterioro de la
salud. Posiblemente esto es debido a la habilidad del microorganismo de ocasionar una
repuesta inflamatoria mas robusta de las células del hospedador comparado con otras
especies del cBc (123). Otras especies del cBc también pueden causar deterioro agudo, por lo
tanto resulta una necesidad contar con una estrategia que controle efectivamente la
infeccidn en los centros de atencion de pacientes FQ (87). Otro patégeno relevante es MRSA
con una frecuencia del 15-20 % entre pacientes FQ. Su presencia en vias aéreas estd
relacionada a una pobre funcidn pulmonar (40). El aislamiento de S. maltophilia es cada vez
mas frecuente en pacientes FQ entre un 24 — 33% (73), aunque su presencia no ha sido
relacionada con el rdpido deterioro pulmonar (62). Otras bacterias que pueden ser
encontradas en las vias aéreas de pacientes FQ son micobacterias atipicas cuyo rol en la
verdadera infeccion no estd claro (122). Asimismo un microorganismo causante de
colonizacion sin infeccion invasiva es Aspergillus fumigatus. La intensa respuesta alérgica a
este hongo se conoce como “Aspergilosis broncopulmonar”, la cual es observada en el 9-57%

de los pacientes FQ segun la region geografica (157).
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Figura 4. Esquema de la injuria y dafio pulmonar producido por la infeccion con P. aeruginosa.

2.2 El complejo Burkholderia cepacia
2.2.1 Taxonomia

El complejo B. cepacia (cBc) incluye un grupo de bacilos aerobios Gram negativos no
formadores de esporos, rectos o ligeramente curvos, de entre 1 a 5 um de longitud (31).
Dentro del complejo se incluyen al menos 17 especies que se distribuyen ampliamente en el
entorno natural. Originalmente organismos pertenecientes al complejo fueron identificados
como los agentes patégenos de la cebolla. En 1950, Walter H. Burkholder reconoce a estas
bacterias como patdgenos de plantas. Sin embargo, no fue hasta los afios 1980, en que el cBc
emergié como un grave problema para los pacientes FQ en diferentes partes del mundo (71).
Las bacterias del cBc en general, participan en interacciones ecoldgicas beneficiosas con
plantas, promoviendo el crecimiento de cultivos y evitando la colonizacidn de ciertos hongos
y otras bacterias. Estos organismos tienen gran diversidad genética y capacidad metabdlica,
que les permite degradar los contaminantes importantes como el tricloroetileno y ser
utilizados como agentes de biorremediacién (109)(104).

La taxonomia del cBc ha evolucionado dramaticamente en los ultimos afios (28). Las
especies dentro del cBc han tenido multiples nombres, incluyendo Pseudomonas cepacia,
Pseudomonas multivorans y Pseudomonas kingii. En 1992, siete especies fueron reasingadas
desde el género Pseudomonas al nuevo género Burkholderia sobre la base de secuencias de
16S rRNA, homologia de ADN-ADN, los valores de composicidon de lipidos celulares, acidos
grasos, y caracteristicas fenotipicas. Un estudio minucioso realizado por Vandamme y sus
colegas en 1997 discriminé las cepas del complejo B. cepacia en cinco genomovares (I-V) que

representaban grupos de bacterias fenotipicamente similares pero que eran genéticamente
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lo suficientemente distintas como para ser designadas como nuevas especies (165). Esto
puso en marcha una nueva definicién en el curso de la investigacién sobre la taxonomia y
epidemiologia de estas especies. Hasta hace algunos afios, el cBc estaba constituido por 9
especies formalmente descriptas, pero el reconocimiento de Burkholderia ubonensis y la
asignacion de 5 nuevas especies al complejo en el afio 2008 (169) incrementaron el nimero
de especies a 15. Mds aun, recientemente la descripcién del un nuevo taxén K en 2009
(figura 5), que comprende a las nuevas especies B. lata y B. contaminans eleva hoy el nimero

de especies del cBc a 17 (168), tal como se describe a continuacién:

B. cepacia (I) 1950

B. muitivorans (Il)

9 B. cenocepacia (1ll) 1997
B. stabilis (IV)

B. vietnamiensis (V)

B dolosa (VI)

B. ambifaria (VII) 2002
B. anthina (VIII)

B. pyrrocinia (1X)

\  B. Ubonensis (X) 2008
B. latens

B.metalica

5 nuevas ) B.diffusa 2008
especiesy B.arboris

1 Taxon B.seminalis

\ Taxon K

Genomovares {

B. contaminans 2009
Taxon K B. lata

3 % de las cepas pertenecietnes al CBc no pueden ser
ubicadas en una de las 17 especies definidas. “Indeterminadas”

Figura 5. Evolucidn taxondmica del Complejo Burkholderia cepacia.

2.2.2. Identificacion de bacterias pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia
2.2.2.1. Métodos fenotipicos clasicos

Las especies del cBc se encuentran entre las 120 especies de bacilos Gram-negativos
no fermentadores (BGNNF) consideradas como patdgenos oportunistas. La identificacién de
estos organismos en el laboratorio clinico se ha basado principalmente en caracteristicas
morfoldgicas y metabdlicas que incluyen crecimiento a diferentes temperaturas,
determinacion de actividades enzimaticas, asimilacién de fuentes de carbono y nitrégeno, y
perfil de susceptibilidad a antibidticos. En la actualidad se encuentran disponibles varios kit
comerciales que evallan simultdneamente diversas caracteristicas metabdlicas, las cuales

pueden ser clasificadas de manera manual o de forma automatizada empleando sistemas
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como el APl 20 NE o el VITEX (bioMérieux, Marcy L’Etoile, Francia)(75). La identificacidn final
por medio de estos sistemas requiere de 6 a 48 h posteriores al aislamiento microbiano,
dependiendo de la especie bacteriana, y de la utilizacién de determinado software de
analisis. El requisito para aplicar estas metodologias es contar con un cultivo bacteriano puro.
Los medios de cultivo empleados en la marcha de identificaciéon o discriminacién de estos
aislados, en el caso de Gram-negativos son el medio EMB (Eosin methylene Blue),
MacConkey y medio selectivo para Burkholderia cepacia (BCSA). Si bien los sistemas de
identificacion comerciales mencionados han contribuido al manejo y tratamiento de
pacientes FQ, las pruebas fenotipicas presentan varias limitaciones tales como: (i) dentro de
una misma especie no todos los aislados exhiben una determinada caracteristica, (ii) la
reproducibilidad del método no es alta, ademdas debemos considerar problemas debido a
variaciones fenotipicas y al lento crecimiento causado por la presién que ejercen los

antimicrobianos sobre estos organismos recuperados de pulmones de estos pacientes (120).

2.2.2.2. Métodos genéticos

Los métodos genéticos son los mas precisos y fiables para confirmar la identificacion
fenotipica presuntiva de bacterias. La comparacidn filogenética de la secuencia completa del
gen 16S ARNr de una bacteria contra un banco de datos permite distinguir la mayoria de las
especies conocidas oficialmente (31). Ademas, las sondas de hibridacién fluorescentes in situ
basadas en el gen 16S rRNA han demostrado ser prometedores para la identificacidn
microscopica directa de frotis de esputo de bacterias del cBc (14). Sin embargo, la
secuenciacién parcial del gen rRNA 16S o el estudio mediante RFLP (fragmentos de
restriccion polimorfismo de longitud-(RFLP) de este gen no son lo suficientemente
discriminatorios para resolver todas las especies, debido a que el gen es idéntico en un > 98%
en todos los miembros de cBc.

Polimorfismos de la secuencia del gen que codifica la proteina, recA, han demostrado
ser discriminatorios a nivel de especie, habiéndose disefiado cebadores para la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) especificos a cada especie bacteriana dentro del cBc contribuir
a la designacién formal de varias especies (Tabla 1) (108). La amplificacién de un producto de
1040-pb del gen recA usando los cebadores BCR1 y BCR2 permite asignar con una certeza de
casi el 100% si un aislado es un miembro del cBc. Sin embargo recA-RFLP o la PCR del gen
recA basada en cebadores especie especifica, no son exactos para todas las especies
actualmente descriptas dentro del complejo (108)(126). Otros genes, como el gen opclL que

codifica peptidoglicano asociado a las lipoproteinas de la membrana externa de las bacterias
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del cBc (128), o el gen fur que codifica para proteinas involucradas en la captacién de hierro
(103), y/o el gen fliC que codifica para la subunidad que constituye el pili (177), entre otros
también han sido empleadas para la identificacion de las distintas especies. La aparicion de
nuevas especies ha constituido y constituye un gran desafio para los laboratorios encargados
de identificar y discriminar estos organismos.

La identificacién, si es posible, debe ser siempre confirmada por pruebas adicionales
de la siguiente manera: el andlisis filogenético de la secuencia del gen recA es discriminatorio
(108) (126) y permite identificar un aislamiento dentro de un grupo del cBc. Sin embargo,
este método basado en la secuencia de un solo gen ha sido superado posteriormente por la
técnica del Multi Locus Sequence Type (MLST). Este esquema de identificacion, reportado en
el afio 2005, surgié de un trabajo realizado por un Consorcio Europeo constituido por Adam
Baldwin, de la Universidad de Warwick, Reino Unido, trabajando en estrecha colaboracién
con Eshward Mahenthiralingam (Universidad de Cardiff, Reino Unido) y otros colaboradores
de diferentes hospitales del Reino Unido. Este grupo cred un sitio Web

(http://pubmist.org/bcc/) que contiene dos bases de datos enlazadas, una que almacena los

perfiles alélicos y secuencias de genes y la otra la informacién relacionada con aislados
clinicos. El sistema desarrollado es altamente validado y transferible. El esquema de MLST
proporciona una herramienta que describe variantes alélicas en los genes conservados con el
objetivo de identificar y tipificar a miembros de poblaciones de bacterias a nivel de especie y
cepa. El esquema de MLST para cBc examina polimorfismos de nucledtidos en fragmentos de
7 genes de expresidn constitutiva que se encuentran dispersos en los cromosomas primero y
segundo, y utiliza los perfiles alélicos combinados resultantes para asignar un tipo de
secuencia clonal (ST) para cada cepa Unica. MLST es el Unico sistema capaz de proporcionar
la inequivoca identificacién de las especies del cBc en un solo enfoque (4). Hasta la fecha no
se han encontrado casos en los que MLST no haya proporcionado una identificacion
experimental util para aislados del cBc. B. cepacia al igual que otros organismos puede
recombinarse en un alto porcentaje, sin embargo los estudios de mutacion y las tasas de
recombinacidn en los genes utilizados en el MLST ocurren a tasas muy bajas que no afectan
por lo tanto la eficacia de la técnica (173). Esta metodologia es de aplicacion comun en paises
desarrollados. En Argentina si bien ain no se ha implementado esta metodologia, en
algunos servicios hospitalarios nacionales ya se dispone de secuenciadores de ADN (Hospital
Gutierrez y Hospital Garraham), lo cual indicaria que seguramente a corto plazo esta
metodologia estaria siendo implementada.

En relacion a la identificacién y discriminacidon de organismos del cBc a nivel de cepa

se han desarrollado a lo largo de los Ultimos afios diferentes métodos de tipificacion
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molecular y fenotipica. Adicionalmente al método de MLST mencionado anteriormente,
otros métodos moleculares de diferenciacién a nivel de cepas son: la tipificacion multilocus
restriccion (MLRT) (29), electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) (1)(9), amplificaciéon
aleatoria de ADN polimérfico (RAPD) (22)(105) y BOX-PCR fingerprinting (9)(30). La técnica de
eleccion entre ellas dependerd de los organismos objeto de estudio y las cuestiones
epidemioldgicas a analizar. La utilidad de todas estas tecnologias es limitada cuando se tiene
como objetivo analizar un amplio conjunto de aislamientos o responder preguntas relativas a
la epidemiologia a largo plazo (53). Los principales inconvenientes de estas técnicas es que
sus resultados son dificiles de transferir entre laboratorios, requieren de equipamiento
especifico y, por estar basados en geles, no estan exentas de variabilidad y ambigliedad
(110). A pesar de que PFGE se ha aplicado histéricamente a nivel mundial en la vigilancia
epidemioldgica de patdgenos recuperados de pacientes FQ por centros nacionales de
referencia, los datos generados por estos centros no son en general de facil disponibilidad
para su aplicaciéon en investigaciones epidemioldgicas globales. En comparacién, si un
laboratorio en cualquier lugar del mundo genera la secuencia del ADN de un aislamiento para
solo uno de los genes del sistema MLST (por ejemplo la secuencia del gen recA), ésta podra

ser contrastada contra las secuencias que se encuentran depositadas en la base de datos

publica (http://pubmlst.org/bcc/) y podré obtenerse para el microorganismo en estudio el
tipo de cepa (ST) y su identificacién a nivel de especie (88). La mayor facilidad que existe en
la actualidad a nivel mundial para generar secuencias de ADN y el facil acceso a la base de
secuencias publica, hacen que el MLST tenga un importante papel en la vigilancia
epidemioldgica (4)(88)(166).

En contraste con la tipificacion por MLST, una herramienta especifica disefiada para la
epidemiologia molecular y la asignaciéon de cepas dentro de las especies mencionadas, en
donde las similitudes y diferencias se miden usualmente como diferencias en los perfiles
alélicos, la técnica de Multi Locus Sequence Analysis (MLSA) emplea procedimientos
filogenéticos basados en las secuencias de nucledtidos de alelos con el fin de revelar las
similitudes entre las cepas que representan a diferentes especies y géneros. Muchos
ejemplos de tales estudios se han publicado recientemente y, en general, los agrupamientos
delineados se correlacionan bien con especies demarcadas mediante experimentos de
hibridizacion ADN-ADN (168)(61). Este enfoque tiene una resolucién superior al analisis
tradicional de la secuencia del gen del rRNA 16S, especialmente para representar las
relaciones dentro y entre especies estrechamente relacionadas. Los arboles filogenéticos se

deducen no sélo para servir de eje filogenético, sino también para poner de manifiesto las
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relaciones intra-especies a un nivel en donde el analisis comparativo de la secuencia en el

rRNA 16S ya no es discriminatoria (166).

2.2.2.3. Estudios del genoma completo

Existe a nivel mundial un creciente interés para estudiar relaciones evolutivas entre
especies bacterianas a través del andlisis de la variacién de secuencias a nivel de genoma
completo, dentro y entre especies (166). La disminucidn de costos en la secuenciacion de
genes y el aumento de la velocidad con que se obtienen los resultados de la secuenciacién de
todo un genoma han llevado a que se proponga la secuenciacién del genoma completo como
una metodologia estandar para la tipificacién bacteriana (93).

A fin de establecer la distancia evolutiva entre diferentes organismos se han propuesto a lo
largo de los ultimos afios diferentes enfoques que permiten establecer la similitud-disimilitud
entre sus genomas completos:

1. El porcentaje de ADN conservado (pcDNA), método introducido por Goris y colegas (61) y
el indice-MUM de Deloger y colegas (46) pueden considerarse como alternativa en
imitaciones in silico de hibridacién DNA-DNA. Las mediciones de similitud se basan en
encontrar subsecuencias conservadas en los genomas bajo comparacién. Estas metodologias
trabajan directamente en genomas ensamblados y no requieren la anotacion de secuencias
que codifican a proteinas. Sin embargo, ambos métodos requieren secuencias del genoma
completo o casi completo, ya que son altamente sensibles a los tramos de secuencias
faltantes en los genomas bajo anotacion. Si bien estos métodos no resuelven completamente
relaciones evolutivas entre las especies de Burkholderia mas alejadas, siguen siendo
aplicables para inferir la filogenia de las especies de Burkholderia mas estrechamente
relacionadas, tales como los miembros del complejo B. cepacia (166).

2. El método de Identidad Promedio de Nucledtidos (average nucleotide identity ANI) y el
método de Identidad de Nucleo de Gen (core gene identity CGl), son extensiones naturales
de MLSA en caso secuencia completa del genoma. Considerando que el MLSA calcula los
valores de similitud como el promedio de similitud entre un conjunto limitado de genes que
codifican proteinas ortélogas compartidas entre todos los organismos estudiados, asi ANI y
CGIl maximizar el contenido de la informacidn mediante la adopcién de todos los genes que
codifican las proteinas ortélogas en los genomas en consideracion (166).

3. Pan-PCR, es un método computacional para el disefio de primers para tipificacion
bacteriana, basados en datos de la secuencia de todo el genoma. Esta estrategia toma las

secuencias del genoma de un conjunto de cepas de interés como dato de entrada y devuelve
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los primers para un ensayo de PCR multiple capaz de distinguir cepas de interés. Durante la
evolucidon de muchas especies de bacterias se produce una variaciéon en el contenido de
genes lo cual proporciona la oportunidad para distinguir diferentes cepas mediante la
busqueda que detecta la presencia o ausencia de regiones variables. Una limitacidn de este
enfoque es que se puede determinar sélo si un determinado aislamiento es un miembro del
grupo al que pertenece una cepa particular y no puede discernir las relaciones entre
multiples cepas (180)

4. Mapeo dptico. Originalmente desarrollado por Schwartz y colaboradores (1993), este
método ha sido parte integral del proceso de montaje en muchos proyectos de
secuenciacién. El Mapeo Optico es una técnica para la construccidon ordenada en todo el
genoma, de mapas de restriccion de alta resoluciéon desde moléculas individuales de ADN
marcado. Mediante la cartografia de la ubicacion de los sitios de enzimas de restriccién a lo
largo del ADN de un organismo desconocido, el espectro de fragmentos de ADN resultantes
colectivamente sirven como una uUnica "huella digital" o "cédigo de barras" para esa

secuencia, lo cual lo convierte en una poderosa técnica de tipificacién (151).

2.2.2.4. Métodos basados en el analisis de células enteras

En busca de otras estrategias tendientes a resolver el problema de la identificacidn
de organismos del cBc han surgido diferentes tecnologias basadas en el analisis de bacterias
enteras (166). Una de ellas, la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR),
se basa en el andlisis del fenotipo de los microorganismos a través de sus espectros FT-IR.
Esta metodologia permite la discriminacién de los organismos del cBc a nivel de género,
especie y cepa (11). Los espectros IR obtenidos de bacterias en condiciones estandarizadas
son altamente especificos y reproducibles por lo que permiten distinguir microorganismos a
diferentes niveles taxondmicos (fenotipo, especie, sub-especie, patogenicidad, virulencia,
etc) (111)(119). Esta metodologia representa una forma analitica, no destructiva y sencilla de
analizar una poblacién de células con una cantidad pequefia de biomasa (111)(119). Desde el
afo 2004, en los laboratorios del CINDEFI se han venido desarrollando investigaciones sobre
el empleo de esta metodologia en la identificacion de bacilos Gram-negativos multi-
resistentes a nivel de género, especie y en particular la discriminacién de las especies del
complejo Burkholderia cepacia de mayor prevalencia en nuestro pais (11).

Otra estrategia de identificacion de organismos del cBc, desarrollada por el CINDEFI
en cooperacion con el Instituto Robert Koch de Berlin estda basada en la aplicacion de

espectrometria de masa MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of fly)
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de células enteras. Este método permite la discriminacién de organismos del cBc a nivel de
especie (169). De adquirirse un espectrémetro MALDI-TOF para el diagndstico rapido de
microorganismos en los hospitales nacionales, ésta técnica seria sin dudas la de eleccién para

la discriminacion e identificacion de organismos del cBc a nivel de especie (144) (169).

2.2.3. Factores de virulencia de organismos del complejo B. cepacia

Se han descriptos para las bacterias del cBc una amplia variedad de factores de
virulencia, aunque no todos han demostrado tener un rol en la patogénesis de las
enfermedades humanas o estar presentes en todas las especies (Figura 6). Los mas
representativos son:

1. Lipopolisacaridos (LPS). Los LPS, de las bacterias que componen el cBc estan constituidos
en general por un lipido A que constituye el nucleo, oligosacdridos y un antigeno O. A
diferencia de lo observado en otros Gram-negativos, el nlcleo oligosacarido del LPS de estas
bacterias no contiene fosfato o 3-deoxy-D-manno-oct-2-acido octulosénico (KDo). Asimismo,
en la columna vertebral del lipido A se ha descrito la presencia de restos de 4-amino-4-
deoxyarabinosa unidos a restos de fosfato que poseen implicancias en la resistencia a
antibidticos del tipo de péptidos catidnicos y polimixina (34)(154). Como es tipico en otros
organsimos Gram-negativos, el antigeno-O del LPS de las bacterias del cBc constituye un
componente inmunogénico importante presente de la superficie de la célula bacteriana, y
representa la base de una serotipificacion bacteriana (172).

2. Expresion de sefiales de quorum sensing (QS). En el caso de organismos Gram-negativos,
se ha descripto un sistema de sefiales de comunicaciéon bacteriana denominado quérum
sensing, el cual es mediado por la presencia de ciertas moléculas derivadas de la estructura
de las acil-homoserin-lactonas (AHLs). Estas moléculas son liberadas por las bacterias al
entorno celular. Por encima de cierta concentracién umbral, estas moléculas contribuyen a
modular la expresidén génica en células vecinas. Estas sustancias, libremente difusibles, son
sintetizadas por un sintasa conocida como Cepl, y posteriormente son detectadas por un
regulador transcripcional, CepR, que regula la expresidn de diferentes genes blanco (tales
sistemas se denominan tipo CeplR). La regulacion por AHLs es dependiente de la densidad
celular, y sélo se produce cuando las poblaciones de bacterias superan un umbral critico, por
lo que la deteccién de seiiales de QS proporciona un mecanismo por el cual las bacterias
pueden rapidamente adaptarse a un determinado ambiente (94). Diferentes fenotipos
asociados a virulencia estan regulados por la comunicacidn célula-célula. Entre ellos se puede

mencionar la secrecién de toxinas, proteasas, lipasas, la produccién de sideréforos, movilidad
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swarming y formacién de biofilm (170). B. cenocepacia fue la primera especie del cBc en la
cual se identificaron genes asociados al sistema de QS. Se ha reportado la expresién de N-
octanoyl homoserin lactona and N-hexanoyl homoserin lactona. Posteriormente, si bien han
sido descriptos sistemas homodlogos para las principales especies del cBc, no se ha reportado
aun su presencia en B. contaminans. Se reporté que un sistema CeplR de quérum sensing
funcional contribuye a la severidad de la infecciones por B. cepacia. Dada la significativa
implicancia que posee la expresiéon de sefales de QS en la infeccion y colonizacién
microbiana uno de los objetivos de este trabajo de Tesis Doctoral fue detectar la expresion

de dichas sefiales en esta especie, que constituye la de mayor prevalencia en nuestro pais.
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Figura 6. Estructura gendmica y factores de virulencia expresados por B. cenocepacia.
Tomado de Baldwin y colaboradores 2005 (4).

3. Cable pili y adhesinas de 22 kDa. Las infecciones en pacientes FQ pueden ser muy
variables en su presentacion clinica. Aproximadamente el 20% de pacientes infectados con
organismos del cBc desarrollan el sindrome cepacia, caracterizado por neumonia vy
bacteriemia necrotizante. La adhesion de bacterias a las células epiteliales se considera que
es uno de los primeros pasos en el proceso de infeccidn. Varios estudios han demostrado que
la presencia del cable pili (136) y la adhesina asociada de 22 kDa mejoran la capacidad de las
cepas del complejo para unirse e invadir cultivos de células epiteliales a través del receptor la
citoqueratina 13, que se expresa abundantemente en las vias respiratorias de los epitelios de
estos pacientes (60) (148)(150). Para determinar la contribucién especifica del cable pili y la

adhesina en la adherencia y la patogénesis, se han construido y estudiado diferentes
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mutantes isogénicas. Especificamente, los genes que codifican la mayor subunidad de la
pilina (cb/A) y la adhesina de 22 kDa (adha) han sido bloqueados en ciertas mutantes. Los
resultados de ensayos in vitro, utilizando células epiteliales diferenciadas en cultivos de
células escamosas, indican que todos los mutantes muestran una disminucién significativa en
la adhesion/invasion. Esta diferencia fue mas pronunciada en el Adha-mutante. Los
resultados hasta ahora indican que, aunque el cable pili no es necesario para la expresion y
funcidn de la adhesina de 22 kDa, su presencia mejora la adhesion de la proteina de 22 kDa a
la citoqueratina 13. Los aislamientos del cBc que no expresan pili, o poseen bajo nivel de
expresion no producen la adhesina de 22-kDa en cantidad suficiente. Se ha reportado que en
estos casos, los microorganismos no son capaces de unirse a las células del hospedador y
poseen una baja capacidad invasiva (149).
4. Flagelos. Los miembros del cBc expresan dos tipos de flagelina que se distinguen por el
tamanfio de la subunidad que las conforma (55 kDa de tipo | y 45 kDa para el tipo Il) (67). Se
ha reportado para la cepa B. cenocepacia 12315 que la presencia de flagelos es esencial para
invadir células de la linea A549 (162). La flagelina bacteriana presente en B. cenocepacia es
reconocida por receptores celulares como Toll-like 5 (TLR5) (Figura 2). Su unién a estos
receptores inicia una cascada de senalizacion, lo que resulta en la activacién de NF-kB y
secrecion de IL-8 (164).
5. Resistencia a antibidticos. Otra caracteristica de las bacterias que integran el cBc y que
algunos trabajos consideran un factor de virulencia es la resistencia innata de estos
organismos a los antibidticos. Las bacterias del cBc son mayoritariamente resistentes a los
aminoglucdsidos y muestran multiples mecanismos de resistencia a otras clases de
antibidticos. Algunas cepas expresan R-lactamasas inducibles (17). Ademas, la disminucién de
la permeabilidad de la membrana externa y la estructura especifica de LPS resulta clave en la
resistencia a otras clases de antibidticos, incluyendo beta-lactamicos, asi como péptidos
catidnicos (171). La resistencia a antibidticos B-lactdmicos es usualmente mediada por la
presencia de beta-lactamasas inducibles de clase A, cuyos genes estan localizados en el
cromosoma bacteriano. Para el caso del complejo B. cepacia estas lactamasas tipo Pen son
especificas de cada especie, lo que puede constituir una herramienta util para la
identificacion a nivel de especie. Las enzimas tipo Pen hidrolizan penicilinas, cefalosporinas y
aztreonam (129). Las alteraciones en la permeabilidad de membrana externa pueden
contribuir a la resistencia a los beta-lactamicos.

En general, los tratamientos con antibidticos se implementan a partir de los
resultados obtenidos in vitro, los cuales son finalmente evaluados por la respuesta clinica. En

las infecciones graves la monoterapia trae aparejada la emergencia de resistencia, por lo que
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se ha sugerido la utilizacién de al menos dos agentes antimicrobianos. A pesar de la
sensibilidad in vitro observada frente a algunos antimicrobianos, la erradicacion de la
colonizacion pulmonar en pacientes con fibrosis quistica resulta dificultosa debido a varios
factores, entre ellos la formacidn de biofilm (39), la disponibilidad de oxigeno, la alteracion
de la farmacocinética del antimicrobiano, la falta de droga libre en el pulmén
bronquiectasico, la penetracion insuficiente en la mucosa bronquial anormal y viscosa (49).

6. Biofilms. Los biofilms son comunidades de bacterias que crecen inmersas en una matriz
qgue ellas mismas producen, protegidas de muchos factores ambientales. Aislamientos del
cBc se han mostrado aptos para formar biofilms in vitro, y este proceso estd asociado con la
capacidad de producir acil-homoserina lactonas (AHLs) (33). Los biofilm proporcionan una
barrera mecdnica a la difusion de metabolitos y por ello bacterias crecidas en esta condicidn
muestran una mayor resistencia a antibidticos que sus contrapartes células planctdnicas (47).
Especies del cBc han mostrado también capacidad para formar biofilm mixtos con P.
aeruginosa, que a menudo es un co-colonizador del pulmdn de pacientes FQ, ya que son
sensibles para detectar sefiales de quérum sensing que son normalmente secretadas por P.

aeruginosa (163)(79).
2.2.4. Distribucion de las especies del cBc en la naturaleza

Las especies del complejo Burkholderia cepacia, al igual que otros patdgenos
oportunistas tales como P. aeruginosa, normalmente no infectan a personas sanas, sélo
aquellas inmunocomprometidas o que presenten nichos adecuados para su desarrollo. Los
pacientes con FQ son especialmente susceptibles a infecciones pulmonares con este tipo de
bacterias que también colonizan pacientes hospitalizados con alguna enfermedad
subyacente debilitante como HIV, céncer, etc. (127). Asimismo han sido reportadas
infecciones graves por organismos del cBc adquiridos en la comunidad, tales como
endocarditis, abscesos cerebrales (76) y neumonia (174). Otro grupo de riesgo frente a las
infecciones por organismos del cBc lo constituyen los pacientes que sufren granulomatosis
cronica (EGC). Este trastorno en la inmunidad primaria de los leucocitos polimorfonucleares,
trae como defecto subyacente una incapacidad de los fagocitos para generar superoxido, el
cual es necesario para inhibir la actividad microbicida intracelular. La infeccién con estas
bacterias representa la segunda causa de muerte en estos pacientes (85).

Las investigaciones sobre la caracterizaciéon de las especies del cBc recuperadas del
medio ambiente han sido mas limitadas que las llevadas a cabo en el area médica. Sin
embargo se debe resaltar que plantas del grupo Gramineae parecen ser particularmente

importantes como anfitriones rizosféricos para las bacterias del cBc. Los estudios
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sistematicos que examinan la distribucién de las especies del cBc en el medio ambiente se
han centrado en las poblaciones que interactuan con las plantas de cultivo como uno de los
habitats mdas importantes para estas bacterias. Asi por ejemplo B. vietnamiensis se observa
con elevada representacién en la rizosfera del arroz; B. ambifaria esta presente en las raices
del guisante y B. cepacia / B. cenocepacia estan asociados con la rizosfera del trigo (28)(125).
En un trabajo del 2005, sobre la rizosfera del maiz, se observé la presencia de Burkholderia
ambifaria y B. cepacia (64% y 20% del numero total de aislamientos, respectivamente) junto
a B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. dolosa y B. pyrrocinia, lo que sugiere a la
rizosfera del maiz como una fuente ambiental rica en estas bacterias. Ha sido reportado en
los ultimos afios la capacidad que poseen las diferentes especies del cBc de sobrevivir
también en un importante nuimero de productos farmacéuticos (107), cosméticos vy
desinfectantes (104) asi como sobrevivir por largos periodos en soluciones conteniendo altas
concentraciones de antimicrobianos, y aun en soluciones salinas.

A diferencia de P. aeruginosa, que puede ser transportada por alrededor del 10% de
los seres humanos o E. coli, un colonizador normal del intestino, las bacterias del cBc no han
sido recuperadas hasta la fecha de fuentes humanas que no sean sitios de infeccidn. Si bien
se han detectado bacterias del complejo B. cepacia en leche no pasteurizada (117), y en un
brote de mastitis subclinica en el ganado ovino (8), los animales no se han descrito ain como
reservorios de organismos del cBc. La presencia de estas bacterias en el medio ambiente
podria explicar que en ausencia de transmision paciente-paciente, los nichos naturales o los
diversos establecimientos industriales y sus productos podrian ser las fuentes de infeccién
para estos pacientes (109). Se han realizado numerosos estudios en este sentido y se ha
podido establecer en algunos casos una gran similitud entre las cepas aisladas del ambiente y
de pacientes FQ. Govan D. y colaboradores, demostraron mediante estudios genéticos
realizados aplicando electroforesis de campo pulsado (PFGE), que aislados de B. cepacia de
un paciente FQ tenian un perfil electroforético idéntico al de una cepa de esta especie (ATCC
25416) originalmente aislada de una planta de cebolla (63). Las evidencias mas concluyentes
al respecto fueron aportadas por los trabajos realizados por un consorcio de laboratorios de
Europa, EE.UU. y Canada quienes emplearon MLST para estudiar una poblacion de casi 800
aislamientos del cBc provenientes del ambiente, pacientes y la industria (4)(104)(109). Estas
investigaciones permitieron determinar que un importante nimero de aislamientos clinicos
de B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. vietnamiensis y B. ambifaria
poseian secuencias de nucledtidos idénticas en los 7 loci del sistema MLST, a las encontradas
en aislamientos recuperados del medio ambiente (provenientes de rios, agua, cebollas, maiz)

y en aislamientos recuperados de instalaciones industriales y sus productos (productos

39



Capitulo |

farmacéuticos, equipamiento hospitalario, cosméticos, etc). Estos trabajos demostraron que
al menos 6 tipos de secuencias ST obtenidas para las cepas de origen clinico coincidian con
las encontradas para cepas de origen industrial. Asimismo 15 tipos de secuencias se
encontraron en aislamientos provenientes de pacientes y de fuentes naturales (Figura 7).
Estos resultados muestran claramente la notable versatilidad que poseen los
organismos del cBc para sobrevivir y crecer en ambientes muy diversos y probablemente
infectar desde esos nichos a pacientes FQ. En este sentido, las politicas estrictas de control
de infecciones implementadas en todo el mundo han logrado disminuir el contagio por
transmisién paciente-paciente. Sin embargo, el ambiente y la industria contindan siendo
nichos importantes para la adquisicion de infecciones por parte de la poblacién de pacientes
FQ (99)(167). Por esta razdn es necesario reconsiderar el uso de estos microorganismos
como herramientas biotecnoldgicas, asi como también implementar controles
microbiolégicos mas estrictos tendientes a limitar la presencia de estos organismos en los

productos tales como cosméticos, cremas, y productos domisanitarios.
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Figure 7. Esquema indicando el numero de tipos de secuencias (ST) encontradas para
aislamientos provenientes de muestras clinicas, ambientales y de productos de
establecimientos industriales. Las regiones superpuestas entre los diferentes nichos indican el
numero de clones idénticos encontrados. Tomado de Mahenthiralingam, E. 2007 (85).

2.2.5. Epidemiologia de las especies del complejo Burkholderia cepacia

Como se mencioné anteriormente, las infecciones en pacientes FQ pueden ocurrir, ya
sea por trasmisidon paciente-paciente o pueden adquirirse en el hospital o desde el medio
ambiente. La evolucidn y el prondstico de la enfermedad son sumamente variables
dependiendo principalmente de la especie infectante, del estado clinico general del paciente,

y de la predisposicién individual del paciente al momento de la infeccidn (66)(109). Muchos
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pacientes FQ pueden permanecer infectados por estos organismos pero mostrarse
relativamente saludables durante periodos prolongados, sin embargo, otros sufren un grave
deterioro en su estado pulmonar, o mueren poco después de la colonizacién inicial (113). Los
pacientes que muestran un deterioro clinico muy rapido y poco controlable, conocido como
"sindrome cepacia”, representan una minoria (aproximadamente el 10% de los individuos).
Estos pacientes sufren por lo general neumonia necrotizante y septicemia que resulta en la
muerte prematura del paciente (83)(159).

Todas las especies del complejo (a excepcién de B. ubonensis) han sido aisladas de
pacientes fibroquisticos, sin embargo la literatura muestra una distribucién desbalanceada
en ciertos paises y en determinados periodos de algunas especies debido a la ocurrencia de
brotes nosocomiales producidos por algunas especies en particular. Por ejemplo se han
descripto diversos brotes epidémicos en pacientes FQ ocasionados por B. multivorans en el
Reino Unido (176), en Francia (152) y Estados Unidos (156). Asimismo las especies B. cepacia
y B. dolosa, también se han reportado como epidémicas en Estados Unidos (88). En Portugal
la especie B. cepacia ha sido responsable de un importante brote producido por la
contaminacion de una solucién salina de aplicacién por via nasal empleada en diferentes
terapias hospitalarias (36)(37). La causa de la aparicidn de los diferentes brotes en los casos
arriba mencionados ha sido, al igual que en Portugal, producido por la contaminacién de
algun material o soluciones desinfectantes, de nebulizadores, apdsitos anestésicos, enjuague
bucal o dispositivos médicos contaminados (64)(89)(113).

En Argentina, tal como se detallard en el Capitulo Il la prevalencia de aislamientos de
organismos del cBc recuperados de pacientes con FQ desde 1990 hasta el afio 2004 era muy
baja con valores entre 0,2 hasta 3,6% dependiendo del centro médico, y el periodo de
tiempo considerado (Comunicacion personal de jefes de Bacteriologia de hospitales
nacionales). Sin embargo a principios de 2004, ocurrié un brote de organismos del complejo
en muchos centros de tratamiento de pacientes FQ de Argentina. La proporcidén de pacientes
de los que se aislaban diferentes organismos del cBc oscilaba entre 19 y 36% (dependiendo
del centro médico) (11)(86). En la actualidad, debido a la aplicacion de estrictos
procedimientos de control para prevenir las infecciones, la incidencia de Burkholderia spp. en
estos pacientes se redujo a aproximadamente a un 10%.

Los ultimos estudios de vigilancia sobre la distribucion de las especies del cBc en
pacientes con FQ a nivel mundial han dado a B. multivorans y B. cenocepacia como las
especies mas frecuentemente recuperadas de pacientes. La prevalencia sumada de las dos
especies en diferentes paises de Europa, EE.UU y Canadd indica que las mismas infectan

aproximadamente el 80% de los pacientes FQ (73)(98). Se debe tener en cuenta que la

41



Capitulo |

predominancia de una sobre la otra depende del lugar geografico o el periodo de tiempo
considerado. A diferencia de esta clara situacion mundial, en nuestro pais no se disponia de
datos epidemioldgicos sobre las especies prevalentes. Sin embargo, luego de los trabajos
realizados en el marco de esta Tesis Doctoral (Capitulo II) conjuntamente con los realizados
en los diferentes centros de referencia de FQ, hospitales nacionales y la Catedra de Higiene y
Sanidad de la UBA pudimos demostrar que en la Argentina existe una alta prevalencia de B.
contaminans, seguida de B. cenocepacia. Hasta nuestro conocimiento, ninguna otra region
geografica fue reportada en la literatura con predominancia de B. contaminans colonizando
pacientes FQ. Por esta razdn esta especie ha sido poco caracterizada mundialmente. Esta
falta de informacidn en la bibliografia internacional sumado al hecho de la alta presencia de
esta especie en pacientes de nuestro pais generd un escenario que era necesario buscar

resolver.

2.2.6. Organismos del Complejo Burkholderia cepacia en la infeccion crénica

Uno de los problemas mas graves de los pacientes con fibrosis quistica (FQ) son las
infecciones pulmonares crénicas. La mayoria de los pacientes con fibrosis quistica (FQ),
finalmente sucumben frente a infecciones pulmonares crénicas con Pseudomonas
aeruginosa, que, una vez establecidas, son practicamente imposibles de erradicar (71). Es
sabido que estos pacientes son inicialmente colonizados en forma recurrente y transitoria
por diferentes cepas de P. aeruginosa, las cuales eventualmente pueden evolucionar a lo
largo del tiempo a una infeccién crénica producida por una cepa dominante clinica llamada
“cepa dominante adaptada” (146). Sin embargo, en un 20-30 % de los casos, se aislan
multiples cepas de una misma infeccion crénica (58). Para el caso de las infecciones con
organismos del cBc, si bien es sabido que las infecciones evolucionan en muchos casos a la
cronicidad, se han reportado pacientes que cursan infecciones crénicas con multiples cepas,
asi como pacientes infectados crénicamente por una Unica cepa (7)(22)(179).

Dadas las particularidades del pulmdén de los pacientes FQ, los patdgenos crecen en
ellos en su mayoria en forma de biofilms, donde las bacterias se embeben en una matriz
constituida principalmente por exopolisacaridos. Si bien la resistencia y persistencia de estos
patégenos en el hospedador podria ser consecuencia de la presencia de dicha matriz que
impide la penetracion de antibidticos, existe otra estrategia de persistencia que adoptan
especies como P. aeruginosa que es la de diversificacién en fenotipos especificamente
adaptados al ambiente hostil del pulmén FQ durante el establecimiento de la infeccion

cronica, lo cual permite a estas bacterias persistir en su hospedador por muchos afios (112)
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(155) (118). Algunos de los cambios fenotipicos observados en P. aeruginosa a lo largo del
proceso de diversificacion fenotipica son: cambios en la resistencia antibidtica (3), pérdida
del antigeno O (69), pérdida de movilidad celular (106), inactivacion de funciones de quorum
sensing (54)(77), auxotrofia (101), aparicién de “colonias pequefias” (81)(100), disminucidn
de la produccién de factores de virulencia asociados a la infeccién aguda (155) e incremento
en la tasa de mutaciones (25).

Al respecto, las cepas con incremento espontaneo de la tasa de mutacién o
hipermutadoras poseen una frecuencia de mutacién entre 10 a 1000 veces mas elevada que
las cepas salvajes. Uno de los mecanismos responsables de incrementar la tasa de mutacién
y/o recombinacion en poblaciones bacterianas es el de la inactivacion de genes involucrados
en sistemas de reparacién de ADN (hipermutabilidad estable). Dentro de éstos, el sistema de
reparacion de bases mal apareadas (mismacth-repair system, MRS) (MutS, MutLo UvrD) es el
mas frecuentemente afectado en poblaciones bacterianas naturalmente hipermutadoras. En
particular en infecciones FQ pulmonares crdnicas, se ha propuesto que la presencia de
mutaciones en estos genes son responsable de la adaptacién genética de dichas bacterias
por su mayor probabilidad de acumular mutaciones beneficiosas (25)(121). Estos procesos
han sido interpretados como que la adaptacidn al pulmdn FQ, lleva a los microorganismos a
adoptar un fenotipo de menor virulencia (13).

Las infecciones pulmonares crénicas producidas por miembros del Complejo
Burkholderia en pacientes FQ presentan una gran relevancia clinica ya que su presencia
significa practicamente una sentencia de muerte para el paciente. Sin embargo, hasta el
presente es muy poco lo que se ha investigado sobre la evolucidn o la existencia de fenotipos
adaptativos de especies del Complejo B. cepacia particularmente B. contaminans en las
infecciones crdnicas de estos pacientes. Asimismo, no existe hasta el momento ninguna
investigacion sobre la prevalencia de cepas hipermutadoras en aislados de esta especie
bacteriana recuperadas de pacientes FQ.

Dado estos antecedentes y teniendo en cuenta las caracteristicas de las infecciones
pulmonares crénicas en pacientes FQ asi como los extensos estudios sobre hipermutabilidad
o emergencia de cepas adaptativas en infecciones causadas por P. aeruginosa, nos
propusimos en el marco de este trabajo de Tesis Doctoral avanzar en el conocimiento de los
mecanismos moleculares que permiten a bacterias del cBc persistir en el pulmén FQ con el

propdsito final de encontrar estrategias efectivas para su erradicacion.
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2.3 Problematica local, contribucion e impacto

A nivel mundial, el grave problema de los servicios de bacteriologia hospitalarios para
disponer de un diagndstico microbiolégico rapido y certero de organismos aislados de
pacientes fibroquisticos, se resuelve derivando las muestras a laboratorios de referencia
especializados, donde personal altamente entrenado aplica técnicas de biologia molecular
para la identificacién microbiana. En nuestro pais a comienzos del aio 2004, cuando surge el
brote de organismos del cBc en los pacientes que concurrian a diferentes hospitales
nacionales, el problema del diagndstico microbioldgico no resultaba de facil solucién. Los
servicios de Bacteriologia nacionales aplicaban en general metodologias bioquimicas de
rutina y la secuenciaciéon del gen 16S-rRNA. Como se explicd anteriormente, mediante el
empleo de herramientas bioquimicas clasicas es muy complejo y laborioso alcanzar la
correcta discriminacion de las especies de bacilos Gram-negativos y en particular las
comprendidas en el cBc que colonizan el pulmdén del paciente FQ. Por su parte la
identificacion por secuenciacién del gen 16S-rRNA tampoco representaba una metodologia
capaz de discriminar las especies del cBc. Esta situacién se vid mas agravada porque al
momento de producirse dicho brote no estaba aun descrita a nivel mundial la especie B.
contaminas, la cual resultd ser la de mayor prevalencia en nuestro pais. De modo que si bien
algunos resultados de los analisis de identificacion obtenidos en los laboratorios permitian
asignar a los organismos causantes del brote como miembros del complejo Burkholderia
cepacia, otras pruebas resultaban contradictorias para ubicarlos dentro de alguna de las
especies reportadas hasta ese momento para el cBc. Ante esta situacidon en Diciembre de
2007 nuestro laboratorio fue invitado junto con el laboratorio de Higiene y Sanidad de la UBA
y los hospitales y centros de Referencia de mayor relevancia de nuestro pais (Hospital de
Niflos de La Plata, Hospital Gutiérrez de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Hospital de
Clinicas de la UBA, Hospital Garraham, entre otros) a conformar un grupo de trabajo
multidisciplinario en el marco de la Sociedad Argentina de Microbiologia (AAM). La iniciativa
resultdé positiva y se «cred el “Grupo de trabajo Burkholderia cepacia”

(http://www.aam.org.ar/b _cepacia.shtml). El objetivo de este Grupo ha sido generar un

ambito cientifico propicio para la discusién de los temas relacionados con la optimizacion del
aislamiento, la identificacion fenotipica y molecular de organismos del cBc, asi como las
formas de tratamiento para contribuir a la erradicacion de las infecciones producidas por
estas bacterias. El Grupo de trabajo tuvo y tiene desde entonces la misién de difundir los
avances logrados en el ambiente cientifico, hospitalario, la industria y la sociedad. En este

contexto se llevd a cabo el presente trabajo de Tesis Doctoral, el cual ha apuntado desde sus
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inicios a poner los mayores esfuerzos en contribuir a desarrollar métodos de identificacidn
que permitieran la diferenciacion e identificacion de bacilos no fermentadores
pertenecientes y no pertenecientes al cBc circulantes en nuestro pais, con el fin de realizar
estudios epidemioldgicos locales, avanzar sobre el conocimiento general de la especie de
mayor prevalencia en nuestro pais (B. contaminans), e intentar entender la evolucion de los
microorganismos que participan en las infecciones crénicas.

El desarrollo de este trabajo de Tesis contempld desde su inicio realizar los estudios
empleando aislamientos hospitalarios recuperados de pacientes FQ, no-FQ y provenientes
del ambiente. Actualmente el CINDEFI cuenta con un banco de cepas de mas de 400
aislamientos provenientes de centros de salud ubicados en diferentes regiones del pais. Mas
de 5 instituciones han aportado cepas aisladas principalmente de muestras de esputo de
pacientes FQ ya sea nifios o adultos. Adicionalmente se dispone de aislamientos ambientales
recuperados de productos domisanitarios e industrias farmacéuticas cedidos por la Catedra
de Higiene y Sanidad de la Facultad de Bioquimica y Farmacia de la UBA y de la Universidad
Tecnolégica de Munich, Alemania (NUM). Todos los aislamientos fueron identificados como
bacilos no fermentadores y alrededor de 200 fueron asignados al cBc en las respectivas
instituciones hospitalarias empleando técnicas bioquimicas. Desde el afio 2004 hasta el afio
2008 gran parte de estos aislamientos identificados en los hospitales como miembros del cBc
fueron analizados en los centros de investigacién de la UNLP (CINDEFI) y UBA (Catedra de
Higiene y Sanidad, Facultad de Farmacia y Bioquimica - UBA) con las herramientas que hasta
ese momento se aplicaban a nivel internacional para discriminar los organismos del cBc, tales
como recA-PCR-RFLP o PCR especie-especifica. Sin embargo, a partir del afio 2008 al
asignarse 5 nuevas especies y el taxon K al complejo Burkholderia cepacia (168)(169), estas
metodologias de identificacién molecular ya no fueron capaces de discriminar las 17 especies
asignadas al complejo. Por este motivo a partir de dicho afio debieron optimizarse nuevas
metodologias (secuenciamiento del gen recA y otros genes conservados) a efectos de
confirmar la identidad no solo de los nuevos aislados recuperados, sino de reconfirmar todos
los presentes en nuestra coleccién. En el transcurso de los ultimos afios los centros de
investigacion locales han transferido al sector hospitalario las herramientas adecuadas para
alcanzar la correcta identificacién de los organismos Gram-negativos multi-resistentes
circulantes en nuestro pais.

Una vez resuelto el problema de la identificacién de los aislamientos obtenidos de
pacientes FQ, las investigaciones enmarcadas en este trabajo de Tesis Doctoral se dirigieron a
avanzar en el conocimiento de las caracteristicas fenotipicas, genotipicas y epidemioldgicas

de asilados obtenidos de pacientes FQ con infecciones pulmonares adquiridas por primera
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vez asi como también las que evolucionaron hacia la cronicidad. Estos resultados podrian

tener implicancias en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos y estrategias de control

de estas infecciones.

Objetivos generales

1.

3.

Desarrollar metodologias genéticas y fenotipicas para la identificacidn, discriminacién
y caracterizacion de microorganismos del complejo Burkholderia cepacia aislados de
pacientes con fibrosis quistica, que permitieran definir el cuadro epidemioldgico
local. Adaptar las metodologias para su transferencia y aplicacién a nivel hospitalario

(Capitulo 2)

Estudiar la diversidad genética y fenotipica dentro de los aislados de B. contaminans,
la especie de mayor prevalencia local, mediante técnicas de ADN-fingerprinting y
espectroscopia FT-IR. Se analizaran y confrontardn los resultados obtenidos a partir
de poblaciones microbianas circulantes durante el brote del ano 2004, en los
organismos recuperados de infecciones iniciales y en los aislamientos recuperados de

infecciones crdénicas de pacientes FQ (Capitulos 3 y 4).

Analizar comparativamente propiedades fenotipicas tales como expresién de
factores de virulencia, velocidad de crecimiento, capacidad de formacion de biofilm,
estructura de biofilms en aislados microbianos provenientes de infecciones crdnicas,
aislados recuperados de las primeras etapas de la adquisicién de la infeccion de
pacientes FQ y los aislamientos sucesivos obtenidos de un mismo paciente FQ

colonizado por Burkholderia spp. crénicamente (Capitulo 5).

Establecer si la diversificacion fenotipica constituye una estrategia empleada por los
organismos del cBc para establecerse en el pulmén del hospedador y colonizarlo
cronicamente. Para este fin se analizara dentro de la poblacidon de organismos del
cBc disponible la existencia de cepas con alta frecuencia de mutacion
(hipermutadoras) empleando la técnica de resistencia a rifampicina. Se
caracterizaran en los aislados identificados como hipermutadores, dos de los genes
gue podrian ocasionar la hipermutacion (genes mutS, y mutlL) ambos pertenecientes
al sistema de reparacién MRS (mistmach rapiar system). Se analizara si el fenotipo
hipermutador estd asociado a una mayor resistencia a antimicrobianos, a una
diferente capacidad de formacidn de biofilms y a un diferente nivel en la expresion

de algunos factores de virulencia (Capitulo 6).
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INTRODUCCION

A nivel mundial se ha reportado que cuatro especies o grupos de microorganismos son
los principales colonizadores del pulmén de dichos pacientes: Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y miembros del Complejo Burkholderia
cepacia. La presencia de miembros del Complejo Burkholderia en pacientes FQ tiene una gran
relevancia clinica, ya que se asocia a deterioros pulmonares severos que pueden conducir a la
muerte del paciente (41). Actualmente se definen el complejo Bukholderia cepacia como un
grupo filogenético distinto dentro del género Burkholderia constituido por 17 especies
estrechamente relacionadas (Tabla 1). Estos organismos son altamente resistentes a la
mayoria de los antibidticos utilizados en la clinica (9), pueden transmitirse facilmente entre
pacientes (17), poseen la capacidad de invadir macréfagos y células epiteliales (39) y en
algunos casos producen una neumonia necrotizante asociada a septicemia conocida como
“sindrome cepacia” (25). Los miembros del Complejo B. cepacia han sido descriptos como
patégenos oportunistas en humanos, produciendo en diversas oportunidades devastadoras
infecciones pulmonares no sélo en pacientes FQ sino también en individuos
inmunocomprometidos (19).

Las infecciones pulmonares crdnicas constituyen la principal causa de muerte de
pacientes con fibrosis quistica. En este sentido, las recomendaciones consensuadas de los
centros de referencia mundial, estan dirigidas a mejorar las metodologias de aislamiento,
identificacion y posterior determinacion de susceptibilidad a antibidticos de los organismos
aislados de muestras de esputo de estos pacientes (6). Estos centros de referencia aconsejan a
los laboratorios donde se realizan los diagndsticos microbiolégicos a que éstos implementen
técnicas apropiadas para la discriminacién de los organismos de cBc a nivel de especie. La
identificacion de las especies microbianas involucradas en este tipo de infecciones es de
enorme importancia no sélo para el conocimiento de la epidemiologia sino para la adopcién de
medidas dirigidas al control de infecciones. Sin embargo, en el caso particular de fibrosis
quistica, son ampliamente reconocidas las dificultades que existen para alcanzar una
identificacion certera en los laboratorios de andlisis de rutina (6) (12)(18)(46). Generalmente
los organismos que colonizan los pulmones de estos pacientes crecen en biofilms formando
consorcios mixtos donde se ve favorecida la transmisién de material genético entre las
bacterias. Este hecho hace que sea aln mds compleja la identificacion de aislamientos
recuperados de muestras de esputo de pacientes FQ (30). A este contexto que muestra la
dificultad de alcanzar una correcta identificacién de organismos del cBc a nivel de complejo y

especies, los laboratorios de microbiologia de nuestro pais han enfrentado dos inconvenientes
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adicionales: i) la alta incidencia de organismos del cBc que ocurrié desde principios de 2004
debido al brote detectado en los principales hospitales y centros de Referencia FQ vy ii) el
hecho que la gran mayoria de los organismos circulantes en nuestro pais poseen
caracteristicas fenotipicas y genotipicas que hasta afio 2008-2009 no estuvieron descriptas en

la bibliografia internacional.

Tabla 1. Especies descriptas para el Complejo Burkholderia cepacia.

Ao de identificacion y

Especie . o
asignacion
B. cepacia 1950, 1997
B. multivorans 1997
B. cenocepacia 1997, 2003
B. stabilis 1997, 2000
B. vietnamiensis 1995, 1997
B. dolosa 2001, 2004
B. ambifaria 2001
B. anthina 2002
B. pyrrocinia 2002
B. ubonensis 2000, 2008
B. latens 2008
B. difusa 2008
B. arboris 2008
B. seminalis 2008
B. metdlica 2008
B. contaminans 2009
B. lata 2009

Debido a esta gran incertidumbres que producian estos acontecimientos en los
profesionales del ambito hospitalario, en los afios 2004-2005,y a la gran necesidad de resolver
los problemas de identificacion, se acercé al CINDEFI, la jefa del Laboratorio de Microbiologia
del Hospital de Nifios de La Plata “Sor Maria Ludovica”, Bca. Blanca Gatti a fin de iniciar
trabajos conjuntos tendientes a resolver la necesidad concreta de disponer de herramientas
que permitiera alcanzar el diagndstico microbiolégico de estos organismos. Fue este entonces,
el inicio de 8 afios de un trabajo conjunto en el marco de diferentes proyectos de Extension
Universitaria de la Facultad de Ciencias Exactas y la Universidad Nacional de La Plata entre el
CINDEFI y el Hospital Sor Maria Ludovica. En un principio el trabajo cooperativo llevé al
desarrollo y/o optimizacién de diferentes técnicas fenotipicas como espectroscopia FT-IR y
espectrometria de masas MALDI-TOF combinadas ambas con métodos multivariantes (4)(31).

Posteriormente en el marco de este trabajo de Tesis se desarrollaron técnicas genotipicas y
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fenotipicas aplicadas a la identificacion de los microorganismos del complejo cBc. Los
resultados logrados bajo este contexto en los ultimos afos podran ser aplicados para
responder importantes preguntas a cerca de la epidemiologia local y regional, la diversidad de
los organismos presentes en brotes de infeccidn, en el estudio de los genotipos y fenotipos
predominantes en las cepas circulantes locales y en estudios de evolucion de las cepas en

pacientes con infeccidn crdénica.

Objetivos
Definir el cuadro epidemioldgico local en relacidn a la distribucién de especies del Complejo
Burkholderia cepacia en los aislados clinicos que producen infecciones pulmonares en

pacientes fibroquisticos, no fibroquisticos y ambientales.

Objetivos especificos

1. Desarrollar metodologias genéticas y fenotipicas para la identificacién vy
caracterizacién de microorganismos del complejo Burkholderia cepacia que permitan

su discriminacion a nivel de complejo y especie.

2. Estudiar la prevalencia temporal y geografica de las especies del cBc en la poblacién de
aislamientos recuperados de pacientes FQ atendidos en diferentes regiones del pais

durante el periodo 2004-2012.

3. Analizar la diversidad genética de las especies del cBc empleando técnicas de PCR-RFLP
y secuenciacién de los genes recA, gyrB, y lepA y estudios de relaciones filogenéticas

en los aislados del cBc recuperados de pacientes FQ, no FQ y ambientales.

4. Poner a disposicidn del sector hospitalario las metodologias desarrolladas, de manera
que los laboratorios de microbiologia de los hospitales puedan discriminar e identificar
con precisién las especias del Complejo Burkholderia cepacia, en particular las de

mayor prevalencia en nuestro pais.
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MATERIALES Y METODOS

2. Coleccion de microorganismos

Para los estudios realizados en esta seccidn del trabajo de Tesis se emplearon mas de
350 aislamientos clinicos y ambientales del Complejo Burkholderia cepacia (Tabla 2, al final del
capitulo). Estos constituyen parte de la coleccién de microorganismos del Laboratorio N2 2 del
CINDEFI recuperados de muestras de esputo de pacientes FQ, muestras de diferentes origenes
de pacientes no FQ y muestras ambientales:

- 284 aislamientos de pacientes FQ,

- 46 aislamientos provenientes de pacientes no FQ,

- 19 aislamientos ambientales,

- 18 cepas de referencias del género Burkholderia,

- 10 cepas de referencia de bacilos no fermentadores multi-resistentes de diferentes
géneros utilizadas para completar las pruebas fenotipicas de discriminacién entre.

Los aislamientos clinicos fueron recuperados de pacientes atendidos en diferentes
hospitales publicos del pais y centros de referencia de Fibroquisticos: Hospital de Nifios de La
Plata - Sor Maria Ludovica (HNLP), Hospital Gutiérrez de la Ciudad Autdonoma de Buenos Aires,
(HGz) Hospital de Clinicas de la UBA (HCBA), Hospital Santisima Trinidad de Cérdoba (HST),
Hospital Dr. Pedro Moguillanski, Cipoletti, Rio Negro, (HNRN) y Hospital Garraham (HG). Se
define que un paciente tiene infecciéon crénica si se aislan organismos del cBc 3 veces
consecutivas en el lapso de 6 meses (34). Si bien en este capitulo no se estudia en detalle
aislamientos de infecciones cronicas, se diferenciaran los aislamientos de pacientes que
presentan infeccidon por una vez y los que tienen infeccidon crénica.

Los aislamientos ambientales fueron obtenidos de contaminantes en productos
industriales, domisanitarios, agua de uso farmacéutico y muestras de suelo. Parte de esta
coleccion fue cedida por el Dr. José Degrossi, Catedra de Higiene y Sanidad, Facultad de
Farmacia y Bioquimica — UBA y otra parte por el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Tecnoldgica de Munich (NUM - Alemania).

La coleccién de cepas de referencia fue obtenida del cepario ATCC: American Type
Culture Collection, Manassas, VA, EE.UU; DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen, Berlin, Alemania; LMG: Laboratorium Microbiologie Gent Culture Collection,
Gent, Belgica. En particular las cepas de referencia del Complejo Burkholderia cepacia fueron
cedidas por Bca. Laura Galanternik del Hospital Gutiérrez, CABA.

Todos los aislamientos y cepas de referencia fueron conservados como liofilizados o a

-709C en glicerol y -202C en leche descremada.
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2.2. Aislamiento y caracterizacion fenotipica de microorganismos pertenecientes al Complejo
Burkholderia cepacia

El CINDEFI recibe los aislamientos clinicos provenientes de los hospitales donde se les
ha realizado ya una identificacién como miembros del Complejo Burkholderia cepacia. En los
respectivos centros de salud se lleva a cabo el aislamiento en medios selectivos siguiendo las
practicas clinicas microbioldgicas recomendadas para el aislamiento e identificacion de
muestras de especimes respiratorios (8)(18). Sobre los aislados obtenidos se realizan métodos
convencionales de identificacion bioquimica ya sea por el sistema APl 20NE o Vitek 2
(bioMe’rieux). En la mayoria de los casos, también se realizan ensayos bioquimicos adicionales
que permiten su discriminacidn de otros Gram negativos multiresistentes (B. cepacia-like
bacteria) (8)(18)(48) y las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos (técnica de difusién con
discos en medio Mueller-Hinton) siguiendo los lineamientos del Clinical and Laboratory

Standards Institute (33).

2.2.1. Aislamiento

Es conocido en los laboratorios que manejan organismos del cBc la gran dificultad que
implica su almacenamiento. En algunos casos no es posible recuperar aislamientos que han
sido almacenados aun a -80 C. En esos casos es necesario realizar siembras en los diferentes
medios empleados en la rutina de aislamiento de organismos del cBc indicados en la Tabla 3 y
cultivarlos bajo las condiciones especificadas en cada caso e incubados a 35-37 2C en

aerobiosis de 2 a 7 dias, dependiendo el medio de cultivo.

Tabla 3. Medios de cultivo y condiciones de incubacién empleados para el aislamiento de
organismos de cBc.

Medio de Cultivo EMB AS BCSA*
'Tlempo'(?e 2 dias hasta 5 dias 5 -7 dias
incubacion

Microorganismos  Selectivo para Gram-  Ps. aeruginosa Complejo B. cepacia*

seleccionados negativos

Ps. aeruginosa St. aureus Otros BNF resistentes a
colistin
St. maltophilia St. pneumoniae  Hongos
Achromobacter spp. Otros bacilos no
fermentadores

Complejo B. cepacia

Otros BNF
*En el Medio BCSA, las colonias de organismos del cBc dan color rosado, crema-amarillento
algunos organismos viran el color del medio de cultivo al rosado.
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2.2.2. Pruebas de identificacion fenotipica
2.2.2.1. Oxidacion de Azucares (Medio TSI)

El medio de cultivo hierro-triple azicar (TSI) permite determinar la capacidad de un
microorganismo de degradar un hidrato de carbono especifico incorporado a un medio basico
con o sin produccién de gas y de acido sulfhidrico (SH,). El medio contiene tres azucares:
lactosa (1%), sacarosa (1%) y glucosa (0.1%) en una relacién de 10:10:1 g/ litro,
respectivamente (14)(21).

La degradacidon de azucares con formacidon de productos acidos es una prueba
tradicional que se manifiesta por un cambio de color del indicador (rojo de fenol) que vira del
naranja al amarillo o al rojo en caso de alcalinizacién. El tiosulfato es reducido a SH, que
reacciona con la sal férrica produciendo SsFe, color negro. Para analizar vias de degradacién de
azlcares se emplean distintos monosacaridos contenidos en medios de cultivo preparados en
tubos con medio en pico de flauta. Los monosacéridos son degradados por la via glicolitica
hasta acido piruvico y posteriormente son metabolizados siguiendo el ciclo de Krebs para dar
CO,, H,0 y energia. La regeneracion del NAD+ se realiza mediante la cadena respiratoria con O,
como ultimo aceptor de electrones. En la zona recta del medio de cultivo, que posee baja
concentracidon de O,, los monosacaridos también son metabolizados por la via de la glicdlisis
hasta acido pirtvico pero luego son convertidos en diversos productos finales estables como
acido lactico y/u otros acidos organicos, aldehidos, alcoholes, CO,, H, y energia.

Siembra e incubacién. A partir de un cultivo puro, se siembra en medio TSI, picando el
fondo con un ansa recta y extendiendo sobre la superficie del medio. Los tubos se incuban a
35-37°C durante 24 horas, en aerobiosis. En la Figura 1 se observa la interpretacién de

resultados.

1 2 3 Figura 1. Tubos con medio TSI 1- Pico
acido/fondo acido (amarillo/amarillo):
fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa. lLa
presencia de burbujas, o ruptura del medio
de cultivo, indica produccién de gas. 2- Pico
alcalino/fondo acido (rojo/amarillo):
solamente fermenta la glucosa. 3-Pico
alcalino/fondo  alcalino  (rojo/rojo): no
fermentador de azucares. El ennegrecimiento
del medio indica que el microorganismo
produce &cido sulfhidrico. Para una correcta
interpretacion de esta prueba es muy
importante realizar la lectura luego de 18 a
24 hs. Lecturas prematuras o demoradas
podran conducir a interpretaciones erréneas.

63



Capitulo 11

2.2.2.2. Prueba de oxidacion-fermentacion (OF)

Permite determinar el metabolismo oxidativo o fermentativo de un microorganismo
sobre un determinado hidrato de carbono. La fermentacién es un proceso metabdlico que no
requiere O,. Se caracteriza por la fosforilacion inicial del hidrato de carbono (glucosa-6-fosfato)
y requiere de un compuesto orgdnico como aceptor final de electrones. Los procesos
oxidativos son estrictamente aerdbicos. El proceso de oxidacidon directa del hidrato de
carbono, que se da en el grupo fluorescente del género Pseudomonas, no requiere de la
fosforilacién inicial del azlcar. La glucosa se oxida a acido glucénico o 2-cetoglucdnico vy
posteriormente se fosforila y degrada a acido piruvico (21) (16).

Luego de esterilizar y enfriar a temperatura ambiente al medio base se le afiade una
solucién del azucar en agua destilada estéril para obtener una concentracion final del 1%.

El medio utilizado es un agar semi-blando, que permite evidenciar movilidad y reducir la
difusién y dilucién de los acidos permitiendo su deteccién aun en pequefiias cantidades ya que
posee una muy limitada capacidad buffer.

A partir de un cultivo puro de 24 hs se inoculan con ansa recta dos tubos del medio OF.
Un tubo se inocula directamente ("Tubo con 0,"), y el otro es purgado previamente para
eliminar el O, mediante el calentamiento a Bafio de Maria durante 15 minutos, luego se enfria
bajo canilla sin agitar y se siembra por puncién. Inmediatamente se cubre con 1 cm de parafina
o vaselina liquida estéril ("Tubo sin 0,"). Ambos tubos se incuban a 352C durante 48 hs.
Algunos microorganismos requieren hasta 2 semanas de incubacidn. La Interpretacién de los

resultados se resume en la Tabla 4.

Tabla 4. Pruebas de oxidacién-fermentacion

Tipo de metabolismo "Tubo con O,, abierto" "Tubo sin O,, cerrado"
Oxidativo Acidez (amarillo)* Neutro (verde)
Fermentativo Acidez (amarillo) Acidez (amarillo)
Fermentativo Neutro (verde) Acidez (amarillo)
Inerte** Neutro (verde) Neutro (verde)

* Si se produce poca cantidad de acido, suele aparecer de color amarillo solo la superficie
del agar. ** El microorganismo no metaboliza el carbohidrato o no es capaz de crecer en
este medio

64



Capitulo 11

2.2.2.3. Prueba de la enzima citocromo oxidasa

Esta prueba permite determinar la presencia de la enzima citocromo c oxidasa
presente, entre otros, en los géneros Pseudomonas y Aeromonas, y nos permite diferenciarlos
del grupo oxidasa negativa de la familia Enterobacteriaceae.

Esta enzima actua, en presencia de oxigeno, activando la oxidacién del citocromo
"reducido" de la cadena transportadora de electrones. Un sustrato artificial (reactivo) puede
sustituir al dador natural (citocromo reducido) dentro de la cadena transportadora. Existen
varios reactivos que pueden actuar como dadores artificiales de electrones, como ejemplo:
indofenol, p-fenilendiamina. Estos reactivos al ser oxidados dan un producto coloreado de
manera inmediata, indicando la presencia de la enzima (22).

Para la realizacion de la prueba, se prepara una suspensidn concentrada del
microorganismo en 0,2 ml de agua destilada (aproximadamente N2 2 de la escala de Mac
Farland). Colocar el disco (Britania, Argentina) en contacto con la suspension, la aparicién de
color rosado en un lapso no mayor a 1 minuto indica la presencia de la enzima citocromo

oxidasa positivo.

2.2.2.4. Hemolisis

Esta prueba esta relacionada con la presencia de factores de virulencia llamados
citolisinas que son capaces de formar poros en la membrana citoplasmatica de diferentes
células eucaridticas. Un sistema indicador adecuado lo constituyen los glébulos rojos ya que la
lisis de éstos (hemdlisis) es facilmente demostrable. Para la realizacién de la prueba, se
incorpora sangre de oveja o carnero al 5% a un medio nutritivo sélido estéril, fundido y
templado (552C aproximadamente). Las placas se secan a 372C y sobre la superficie se siembra
el microorganismo en estudio y se incuba a 30°C por 24 horas. Al cabo del periodo de
incubacién se observa la presencia de un halo de hemdlisis alrededor de la colonia. Los

resultados se expresan como positivo o negativo (21).

2.2.2.5. Catalasa

Esta enzima es una hemo-proteina que se encuentra en la mayoria de las bacterias
aerobias y anaerobias facultativas. Uno de sus sustratos es el H,0, que se forma durante la
degradacion de los azlcares. Este compuesto es toxico si se acumula en la célula. Su

descomposicion puede producirse a través de dos enzimas, catalasa y peroxidasa (21).
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La prueba se realiza a partir de un cultivo del microorganismo en caldo nutritivo,
agregando unas gotas de agua oxigenada (concentracién 10 Vol.) y observando la formacion
de burbujas. Es importante partir de cultivos libres de sangre ya que los gldbulos rojos

contienen la enzima.

2.2.2.6. DNAsa

Esta prueba permite demostrar la presencia de la enzima DNAsa producida por los
microorganismos, mediante la hidrélisis del DNA contenido en el medio de cultivo.

A partir de un cultivo de 24 hs se siembra la muestra de suspensién microbiana a
testear con ansa en anillo en forma puntual (spot) sobre una placa de Petri conteniendo el
medio tripticasa agar suplementado 2 gr DNA. Se pueden sembrar varios cultivos en una placa.
Incubar durante 24 hs a 372C. (32)(21)

Revelado e interpretacion: Se revela cubriendo la placa con una solucién de HCI 1N. El
HCI provocarad la lisis celular y la posterior precipitacién del DNA intacto. Ensayo positivo: se
observa una zona clara alrededor del spot -lisis del DNA- que contrasta con la turbidez del

medio (el cultivo produce DNAsa). Ensayo negativo: ausencia de dicha zona clara (21).

2.2.3 Identificacion con el sistema VITEK 2 compact

Se siguieron estrictamente los procedimientos recomendados por el fabricante. Se
ajusto la suspensién bacteriana al estandar 0,6 de McFarland (rango 0,50-0,63) en 2,5 ml de
solucién de NaCl al 0,45 % con un densitdmetro (bioMérieux). El tiempo entre la preparacion
de la suspensién y el llenado de la tarjeta fue inferior a 30 min. Para el control de calidad, se
ensayaron semanalmente y en cada procesamiento de un lote nuevo de reactivos cinco cepas
de referencia, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Enterococcus faecalis ATCC 29212. Los
andlisis se realizaron usando la tarjeta de VITEK 2 ID-GN. Para valorar la calidad de la
identificacién se tuvo en cuenta el porcentaje de probabilidad (ID %) que arrojé el sistema
VITEK 2 compact. Dicho parametro representa el nivel de comparacién entre las reacciones
observadas y las reacciones habituales de cada organismo. Mediante el empleo de este
pardmetro, los resultados de la identificacion pudieron expresarse acompaifiados de un
indicador de su calidad. Se calificé como ID excelente (E), ID muy buena (VG), ID buena (G) e ID
aceptable (A) cuando los valores de concordancia fueron de 96-99 %, 93-95 %, 89-92 % y 85-88

%, respectivamente, y como ID de baja discriminacién (LD) cuando el sistema suministré mas
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de un resultado de identificacidn (con lo cual el software sugiere la realizacién de pruebas

adicionales). El sistema también prevé la categoria ID no definido o inconcluso (U).

2.2.4 Identificacion con el sistema APl 20NE

Se utilizo el sistema comercial APl 20NE siguiendo las instrucciones del fabricante. La
incubacién se realizé durante 24 a 48 horas en aire a 37 °C. Luego de la lectura de las
reacciones producidas, espontdneas o reveladas mediante la adicidn de reactivos, se llevd a
cabo el registro manual de los datos para su posterior incorporacion al software APIWEB
(bioMérieux). Los resultados obtenidos fueron informados de acuerdo a los criterios
establecidos por el fabricante, considerando un resultado como valido cuando el porcentaje de
identificacién fue de al menos 90 %. Los resultados de identificacion se clasificaron en las
siguientes categorias de calidad: excelente (E), muy buena (MB), muy buena ID de género
(MBG), buena (B), buena ID de género (BG), aceptable (A), baja discriminacién (BD), dudosa (D)

e inaceptable (1).

2.3. Técnicas Genéticas
2.3.1. Extraccion de ADN gendmico

El ADN se prepard segun el protocolo modificado de Sambrook (40). A partir de un
cultivo de 24hs en Agar Tripticase Soja (ATS, Oxoid) incubado a 37 °C se tomaron colonias
individuales y se resuspendieron en 100ul de sarcosil al 0,1%. Luego de centrifugar se
resuspendid el sedimento en NaCl, se vortexed y volvid a centrifugar. La lisis enzimatica se
logrd resuspendiendo el pellet en 250l de sacarosa al 20% en TE (Tris-Base 0,1%, EDTA 0,1%)
y 250pl de lisozima (5mg/ml) (Sigma, USA) en TE. Luego de incubar a 37°C por 60 minutos se
agregd sarcosil 5% y se mezclé por inversién; nuevamente se incubd a 37°C por una hora.
Luego se agregaron 70ul de silica 5%, se incubd por 10 a 15 minutos, se resuspendid y se
centrifugd 1 minuto a 5000 r.p.m. El sedimento se lavé tres veces con solucidn de lavado (TE,
Etanol 25% y NaCl 1M) y se dejé secar a temperatura ambiente por treinta minutos. Se
resuspendio el sedimento en agua destilada estéril (70ul) y se incubdé a 65°C por quince
minutos. Finalmente se vortexed y centrifugd en caliente para desprender el vidrio y se paso el
sobrenadante -conteniendo el DNA- a un tubo nuevo. La concentracién de DNA se obtuvo
midiendo la relacién de absorbancia a 260/280 nm a través del espectrofotémetro NanoDrop
2000c (Thermo Scientific) (Figura 2). Las extracciones fueron almacenadas a -20 °C o utilizadas

inmediatamente.
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Figura 2. Interfase del
software NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific). A
modo de ilustracién, se
observa la concentracion y
pureza de ADN que se
obtiene mediante la
técnica empleada.

2.3.2. Amplificacion por PCR de los genes recA, gyrB y lepA

Se aisloé el ADN gendmico total, como se describié anteriormente, y luego se llevo a

cabo la amplificacién de los genes mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

utilizando el par de cebadores que hibridan con el extremo 5 y el 3" del locus del gen

correspondiente (Tabla 5) (26).

Tabla 5: Cebadores especificos utilizados en identificacién de aislados del cBc.

Gen Secuencia Tamaiio Referencia
Amplificacién
recA Fw-1 (recA-1) 5'- GATAGCAAGAAGGGCTCC -3’ 1.041 pb (3)
Rv-2(recA-2) 5°- CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC -3’
gyrB Fw-1 5’- CGACAACTCGATCGACGA - 37 1.900 pb (3)(44)
Rv-2 5’- CGGATCCATSGTSGTTTCC - 3’
lepA Fw-1 5’- GGCATCAAGGAACTGACG- 3’ 700 pb (3)
Rv-2 5’- CGTGAAGGTCGACATGCT- 3’
Secuenciacion
recA Fw-1(recA-3) 5°- TGACCGCCGAGAAGAGCAA -3’ (3)
Rv-2 (recA-4) 5°- GACCGAGTCGATGACGAT- 3’
gyrB Fw-1 5’- CGACAACTCGATCGACGA - 37 (3)
Rv-2 5’- GACAGCAGCTTGTCGTAG -3’
lepA Fw-1 5’- GGCATCAAGGAACTGACG- 3’ (3)
Rv-2 5’- CGTGAAGGTCGACATGCT- 3’
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A un volumen final de 25pul conteniendo 5ul de DNA molde (5-20ng/ul); se le
adicionan 2,0ul del primer forward (10 pmol/ul); 2,0ul del primer reverse (10 pmol/ul); 5,0ul
de Buffer PCR 5X (Quiagen); 2,5ul de dNTPs (Quiagen, 10mM por cada uno de los nucledtidos);
0,15ul de la enzima Taq polimerasa (Invitrogen Brasil 5U/ul) y 8,25ul de agua destilada. Las
condiciones de reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 94°C por un minuto;
35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos; annealing de los primers a 58°C por 1
minuto; extensién a 72°C por 2 minutos; una extension final de 5 minutos a 72°C se aplicé a
todos los ciclos térmicos. La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador My Cycler
Thermal Cycler (BIO-RAD, USA). Los productos de PCR se resolvieron empleando geles de
agarosa al 1% suplementados con bromuro de etidio (5mg/ml). La visualizacidon de una banda

Unica en cada caso permite la asignacidon del aislado al CBc.

2.3.3. Polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

La técnica de RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism).
“polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion” (37) se basa en emplear
secuencias especificas de nucledtidos en el DNA que son reconocidas y cortadas por las
enzimas de restriccion (también llamadas endonucleasas de restriccidon) y que varian entre
individuos. Sobre los fragmentos o genes amplificados obtenidos usando la técnica de PCR se
llevd a cabo una digestion con la enzima de restriccion BsuRl (Fermentas), también
denominada Haelll (Promega). Los perfiles de fragmentos de restriccién obtenidos fueron
analizados por electroforesis en gel de agarosa y comparados con aquellos que se obtuvieron
empleando cepas de referencia en nuestro laboratorio o con perfiles reportados previamente
en bibliografia (11)(7)(26). El procedimiento y las caracteristicas de la reaccién de PCR-RFLP
empleando se indican en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas y condiciones de reaccidon para el empleo de la enzima de
restriccidon BsuR1- Hae lll.

Secuencia de

. Mezcla de reaccion Condiciones de reaccion
reconocimiento
H,O dest. Est. 4 pl -Incubacién 2h a 37 °C.
Buffer C* 4 pl -Electroforesis en gel de
5-GG-CC-3% BSA 10X 1pl agarosa al 2% suplementado
3¥-CCGG-% Producto PCR 20 pl con bromuro de etidio
Hae Ill 1,5 pl (Smg/ml).
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2.3.4. Andlisis virtual del patrén de los productos de digestion producidos por la Enzima

Haelll del gen gyrB - (RFLP in silico)

Se evalué del potencial de la técnica de PCR-RFLP-Haelll sobre el gen gyrB como una
herramienta complementaria para confirmar la identificacidn a nivel de especie en ciertos
aislados pertenecientes al cBc cuya identificacién resulta incierta empleando otras técnicas
moleculares. El procedimiento consiste en examinar de manera virtual los productos de la
aplicacion  RFLP-gyrB-Haelll mediante el programa informatico NEBcutter V2.0

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/). Este programa trabaja con una secuencia del gen a

analizar, que puede provenir de en un archivo local o un archivo reportado del NCBI Genbank.
Dicho programa calcula todos los marcos de lectura abiertos (ORFs) y muestra las enzimas de
restriccion que podrian ser utilizadas para escindir cada ORFs hallado y generar corridas
electroforéticas en geles con distinta concentracién y composicién. Finalmente, en los geles se
observara la longitud de los fragmentos generados por los cortes de la enzima y una imagen
hipotética del patrén de bandas observado en determinada condicidn de trabajo.

En nuestro esquema, el amplicon del gen gyrB es obtenido a partir de una regién
delimitada por el cebador foward (Fwd) del gyrB del esquema MLST (http://pubmist.org/bcc/)
y el reverse (Rvs) pc9r previamente descripto por Tabacchioni y colegas (44). Las Figuras 3
muestra los sitios de cortes para la secuencias del gen gyrB para B. cenocepacia y B. lata,
mientras que en la Figura 4 se puede observar el tamafio de los fragmentos cortados y su

resolucidn en un gel de agarosa al 2%.

A
824 aa
1 2475
[ | | 11 [
HaelIl “Haelll Haelll Haelll Haelll
¥Haelll HaeIll HaeIll
HzaTTT H=zaTTT
824 aa
D Kbl o Wi bt B ot i bty i i i e il it sl st B il e il sl e ST
B o || || |
HaeIll “HaeIll “Haelll Haelll Haelll tHaelll
Haelll Haelll

Figura 3. Se indican los sitios de cortes con la enzima de restriccién Haelll sobre la secuencia nucleotidica
del gen gyrB depositada en el GenBank obtenido de A) cepa B. cenocepacia 12315 (www.ncbi.nlm.nih.-
gov/Genbank). Imagen tomada de B) la cepa B. lata 383 (www.ncbi.nlm.nih.- gov/Genbank). Imagen
tomada de http://tools.neb.com/NEBcutter2/showdig.php?.
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Figura 4. Perfil PCR- RFLP para el gen gyrB de la cepa B. cenocepacia J2315
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/showdig.php?). La flecha indica la banda 800 pb.

2.3.5. Amplificacion y secuenciacion del gen recA

La amplificacion positiva del gen recA con los cebadores recA-1 y recA-2 (Tabla 5) fue
empleada para identificar un aislamiento como miembro del Complejo B. cepacia. Estos
cebadores especificos descriptos inicialmente por el grupo del Dr. Mahenthiralingam y
colaboradores (36) generan un producto de PCR de 1.041pb. La secuencia de estos 1041 pb se
utilizé para llevar a cabo la identificacion de organismos del cBc a nivel de especie
contrastando por BLAST con las secuencias depositadas en el GeneBank. La secuencia del
fragmento de 393 pb al inicio del gen (Figura 4), obtenida con los cebadores recA-3 y recA-4
(Tabla 2) fue empleada para la identificacién de los organismos del cBc a nivel de especie y
cepa (tipo de secuencia ST) mediante su comparacidn con las secuencias depositadas en la
base del MLST (3). Los fragmentos de 1041 pb fueron purificados utilizando el kit de
purificacién QUIAquick PCR purification kit (Quiagen Inc. CA, USA) y secuenciados sobre ambas
hebras usando los cebadores recA-3 y recA-4 (Tabla 2) por medio de la reaccién de
secuenciacion ciclica con el Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied

Biosystem, Foster City,CA, USA) llevada a cabo en Macrogen Inc. Seul, Korea. En la Figura 5 se
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indican las regiones del gen recA empleadas para los diferentes propdsitos (amplificacion,

secuenciacion, identificacidn a nivel del complejo, de especie y de cepa).

Primer de Primer de
secuenciacién F secuenciaciéon R
34>>93 399 >> 465
1 500 10p0
| | | | recA1>>1065 |
Primer de _3 Primer de €=

Region de 393 pb usada para

amplificacion F
definir el alelo

amplificacion R

Figura 5: Esquema de aplicacion del gen recA para la identificacion de
organismos del cBc. Se indica con flechas celestes los cebadores de
amplificacidon descriptos (RecA 1 y RecA 2) para la identificacion a nivel de
complejo Burkholderia cepacia y a nivel de especie del complejo por contraste
de secuencias por BLAST con el GeneBank. Con flechas naranja se indican los
cebadores de secuenciacion (RecA 3 y RecA 4) para la identificacidn a nivel de
ST por contraste con las secuencias del MLST.

2.3.6. Identificacion de microorganismos aplicando secuenciacion de genes y alineamiento

por BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa informatico de alineamiento de
secuencias de tipo local, ya sea de ADN, ARN o de proteinas. El programa es capaz de
comparar una secuencia problema (también denominada en la literatura secuencia query)
contra una gran cantidad de secuencias que se encuentren depositadas una base de datos.
Un algoritmo encuentra las secuencias de la base de datos que tienen mayor parecido a la
secuencia problema. Es importante mencionar que BLAST usa un algoritmo heuristico por lo
qgue no nos puede garantizar que ha encontrado la solucién correcta. Sin embargo, el
programa BLAST es capaz de calcular la significacién de sus resultados, por lo que nos provee
de un parametro estadistico para juzgar los resultados que se obtienen (Figura 6).

Normalmente el programa BLAST es usado para encontrar probables genes homadlogos.
Por lo general, ante una cepa desconocida, se amplifica y secuencia el gen recA, se comparara
la secuencia contra otras secuencias que han sido previamente caracterizadas. La Figura 5
muestra el resultado de un alineamiento de una secuencia de bases del gen recA obtenida de

un aislado identificado como cBc (42).
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2.3.7. Analisis de relacion filogenética

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) es un paquete informatico que ha
sido desarrollado para la estimacién de distancias evolutivas y la reconstruccién de arboles
filogenéticos a partir de alineamiento de secuencias. El paquete incluye varios métodos para la
estimacion de distancias evolutivas de datos de secuencias de nucledtidos y aminoacidos, tres
diferentes métodos de inferencia filogenética (UPGMA, NJ - Neighbor-Joining- y maxima
parsimonia) y dos pruebas estadisticas de diferencias topoldgicas. Ademas, MEGA calcula
cantidades estadisticas tales como las frecuencias de nucledtidos y aminodacidos, sesgos de
transicion / transversion, frecuencias de codones (tablas de uso de codones), y el nimero de
sitios variables en segmentos especificos en las secuencias de nucleétidos y aminoacidos

(http://www.megasoftware.net) (45) (Figura 7).
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Figura 6. Interfase del sitio Web http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Se observa
el resultado de identificacién alcanzado por el alineamiento de secuencias de
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bases del gen recA de la base de datos contra una secuencia obtenida a partir de

la amplificacion del gen recA de un aislamiento de una muestra de esputo de
paciente FQ.

M4: Alignment Explorer (EASecuencias\2011\secuencias\mega arbol TESIS\MEGA ARBOL TESIS.mas) = |8 g
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DBEY S@Hwol AERR - BIBX Y BE b

DNA Sequences | Translted Potei Seauences |

HNLP 77
HNLP 79
HNLP 87
HNLP 92
HNLP 97
HNLP 98

HNLP 703
HNLP 1001
HNLP 1002
HNLP 1004
HNLP 6406
HNLP 6407
HNLP 6507

Sieh | H0Z] 6 wih C wiobs

Figura 7. Interface del programa MEGA. Se observa el resultado para el
alineamiento de secuencia de bases del gen recA de diferentes aislamientos
hospitalarios.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En Argentina, los primeros reportes de aislamientos de organismos del cBc
recuperados de pacientes con FQ comenzaron alrededor de 1990. En ese momento, en forma
esporadica y con una prevalencia muy baja (<0,1%), se detectaban microorganismos Gram-
negativos a los que sélo podia asignarse al género Burkholderia spp. El nUmero de de estos
organismos aislados comenzé a aumentar durante la Gltima década con valores de 0,2 hasta
3,6% dependiendo del centro médico. A principios de 2004, cuando surge el brote de
organismos del cBc en un gran nimero de centros de atencién hospitalaria, la proporcién de
pacientes de los que se aislaban diferentes organismos del cBc oscilaba entre 19 y 36%
(dependiendo del centro médico) (4)(20)(30). En la actualidad, debido a la aplicacién de
estrictos procedimientos de control para prevenir las infecciones, la incidencia de Burkholderia
spp. en estos pacientes se redujo a aproximadamente a un 10%.

La Figura 8 resume las caracteristicas de la poblacién de pacientes FQ y no-FQ
analizada en esta seccion. Todos los aislados (284 recuperado de esputo de pacientes FQ, 46
recuperados de sangre o heridas y 18 ambientales) fueron recuperados en el periodo 2004-
2012, la poblacién FQ analizada de total de 92 pacientes, consistié en un 86% de pacientes
pediatricos (hasta 18 afios) y un 14% fueron adultos. En la poblacién FQ pediatrica en el 47%
de los casos desarrolla infecciones crénicas, mientras que en el 53% restante las infecciones
fueron resueltas de manera satisfactoria (o los pacientes dejaron de concurrir a estos centros
de atencidn. En relacidn al sexo de los pacientes, fue sélo ligeramente superior las infecciones
respiratorias en nifias que en nifos. La edad en el momento del primer aislamiento cBc ocurrié
entre unos pocos meses de vida y los 14 afios de edad, con una edad media estimada de 7

anos.
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Ambiental 55%

813 %

No-FQ 132%

Poblacion FQ

M 14% _—

it

Pacientes con infeccion Cronica/ Transciente

47 %

ﬂ

53 % 47%

53%

Figura 8. Distribucion de
los aislamientos del
complejo B. cepacia entre
la poblacion de pacientes
FQ y no-FQ (sobre un total
de 349 aislamientos).

54 % 46%

3.1. Caracterizacion e identificacion fenotipica

Como se mencioné anteriormente las técnicas bioquimicas empleadas de rutina para
la caracterizacién e identificacion de microorganismos aislados de pacientes fibroquisticos
arrojan resultados que pueden tener diferente grado de incertidumbre. Los pacientes
fibroquisticos son particularmente susceptibles a contraer infecciones pulmonares con
microorganismos como Pseudomonas aeruginosa, otras especies bacterianas Gram-negativas
no-fermentadoras, tales como Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylososidans y
Pandoraea spp. (29). A pesar que la frecuencia de infeccién con estas especies es
relativamente baja y su significado clinico ain no estd aclarado, todas ellas presentan un
importante desafio para el diagndstico de laboratorio ya que son dificiles de identificar y a
menudo se las confunde con organismos del cBc (B. cepacia-like bacteria)(29).

A fin de avanzar en el conocimiento de las caracteristicas fenotipicas de la poblacién

circulante de organismos del cBc en nuestro pais se realizd6 un estudio sobre propiedades
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fenotipicas de una subpoblacion de 50 aislamientos tomados aleatoriamente de muestras de
esputo de pacientes con fibrosis quistica. Los aislados habian sido previamente identificados
como bacterias pertenecientes al cBc en los hospitales

En este screening analizamos la proporcién de esta subpoblacién que mostraba las
caracteristicas fenotipicas que caracterizan a los organismos del complejo segun la bibliografia
internacional: produccién de pigmentacidn en colonias crecidas en agar Mueller-Hinton,
movilidad, algunas caracteristicas metabdlicas como la expresion de oxidasa, lisina
descarboxilasa (LDC), esculina, DNAsa, oxidacidn de azlcares, ONPG y la sensibilidad a la
gentamicina y colistina. Los resultados obtenidos de todas estas pruebas se indican en la Tabla

7.

Tabla 7. Pruebas bioquimicas para aislados clinicos identificados como
pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia.

Prueba bioquimica N° de aislamientos % de
(n=35) positivos positividad

Movilidad 46 91
Oxidasa 50 100
DNAsa 5 10
Bilis esculina 25 50
Hemdlisis 29 57
LDC 49 97
ONPG 49 97

Oxidacién de :

Manitol 47 94
Xilosa 49 97
Lactosa 47 94
Glucosa 50 100
Pigmento amarillo-verde 20 40
Pigmento rosa 2
Pigmento rojo 2
Resistencia a colistina(l) 49 97
Resistencia a 46 91

Lo (1)
gentamicina

.., e . , .
Método de difusién en agar con discos seglin normas CLSI para P. aeruginosa

La caracterizacion fenotipica de las especies del CBC es dificultosa, aun con un

panel extendido de pruebas bioquimicas manuales. En sintesis, ante un BGNNF
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oxidasa positivo de reaccion lenta, DNasa negativo y que oxida la glucosa, el manitol y
descarboxila la lisina, debemos pensar en la asignacién de dicho aislado a un
organismo miembro del CBC.

Entre los métodos de identificacion en la actualidad, existen disponibles varios
kit comerciales que censan simultdneamente diversas caracteristicas metabdlicas, los
cuales pueden ser clasificados en manuales como APl 20 NE (bioMérieux, Marcy
L’'Etoile, Francia) y en semi o completamente automatizados como VITEK (bioMérieux,
Marcy L’Etoile, Francia). Junto al personal del servicio de Bacteriologia nosotros
pusimos de manifiesto la confiabilidad y sensibilidad de los sistemas comerciales API
20NE y VITEK 2 compact automatizado.

La identificacion por el sistema automatizado VITEK 2 compact presentd una S
de 71,1 % (IC = 56,6; 85,5 %) y una E de 100 %. En cuanto a la identificacidn
empleando el sistema APl 20NE arrojé para las 73 muestras analizadas valores
promedio de S del 69,7 %, (IC = 54; 85,4 %) y de E del 90,2 % (IC = 81,2; 99,3 %).

Los resultados obtenidos con el sistema VITEK 2 compact demuestran que
dicho método constituye una herramienta confiable en la identificacién de
organismos pertenecientes al CBC, ya que no mostré resultados falso-positivos (tablas
no se presentan) (35). Sin embargo, ante la sospecha de un BGNNF con caracteristicas
de CBC, se debe tener en cuenta la posibilidad de falso-negativos que pueden requerir
pruebas adicionales para su identificacion. Nuestros resultados, basados en el andlisis
de 33 aislados clinicos CBC positivos y 40 aislados clinicos CBC negativos, demostraron
qgue el sistema de identificacion APl 20NE no resulta ser un sistema confiable para el
reconocimiento de organismos del CBC, por lo que sus resultados deberian ser

tomados con precaucion.

3.2. Caracterizacion e identificacidn genotipica

3.2.1. Aplicacion de técnicas de RFLP para discriminacion de especies del Complejo

Burkholderia cepacia
3.2.1.1. PCR-RFLP del gen recA empleando Hae Il como enzima de restricciéon

El gen recA del complejo Burkholderia cepacia, codificante para la proteina RecA es
esencial en la maquinaria para la reparacion y recombinacion del ADN. Trabajos previos habian
demostrado su utilidad en la discriminacion de aislamientos del cBc de otros géneros de
bacterias relacionadas y en la discriminacion de los 9 genomovares del cBc descriptos hasta el

2008 (Tabla 1)(26)(36). Luego de la amplificacion del gen con los cebadores indicados en la

78



Capitulo 11

Tabla 5, se llevd a cabo la digestidon con la enzima de restricciéon Haelll para obtener los
patrones de corte. Este analisis se realizé sobre 162 aislados del cBc disponibles en nuestra
coleccidn, entre los cuales se consideraron aislados recuperados de pacientes FQ, no-FQ vy

ambientales.

Figura 9: Patrones de restriccion obtenidos por PCR-RFLP-recA con la enzima de
restriccion Haelll. Perfiles observados en cepas de referencia B. cepacia (E, G), B.
multivorans (F), B. cenocepacia (H y J'), B. stabilis (J), B. contaminans (K), B.
ambifaria (N) y B. dolosa (D). Patrén de Peso molecular (M).

Figura 10. Patrones de restriccion obtenidos por PCR-RFLP-recA con la enzima de restriccidon
Haelll. A) Perfiles observados en aislados analizados. B. cepacia (E, G), B. multivorans (F), B.
cenocepacia (H) y B. stabilis (J). B) B. contaminans y B. lata (K, AT).
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Como resultado del este analisis, se encontraron 11 patrones de restriccidn diferentes,
que al ser contrastados contra los perfiles obtenidos para cepas de referencia (Figura 9) y/o
perfiles descriptos en bibliografia (10)(26)(47), permitieron identificar las siguientes especies:
B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. vietnamiensis, B. ambifaria, B.
seminalis, B. lata y B. contaminans (Figura 10). Los patrones de corte encontrados para la
enzima de restriccion Haelll estdn, en su mayoria dentro de los reportados previamente para
las especies del cBc. Es interesante notar el patrén J, que no habia sido reportado previamente
para la especie B. contaminans se presentd en esta poblacién con una proporcion de 1,5%

(Tabla 8).

Tabla 8. Patrones RFLP-recA-Haelll observados en los aislados analizados.

9
Especies Patron % ii::da
B. cepacia D 5
E 95
B. multivorans F 100
B. cenocepacia G 6
H 85
J 9
B. stabilis J 100
B. vietnamiensis A 90
B 10
B. ambifaria N 100
B. dolosa n.a. -
B. anthinia n.d. -
B. seminales H 100
B. contaminans K 89.5
AT 9
J 1.5
B. lata K 100
Otro cBc n.i. -

n.a., no asignado; n.d., no determinado; n.i., no identificado, %, porcentaje en cada
especie. La asignacién de especie fue obtenida por secuenciacion del gen recA.

A partir de los datos indicados en la Tabla 8 se puede observar que esta metodologia
resulta muy practica, rdpida y sencilla para discriminar un gran nimero de especies del cBc. Sin
embargo para algunas especies presenta perfiles superpuestos. Estos son los casos de B.

cenocepacia y B. stabils que comparten el perfil J, o B. contaminans y B. lata que comparten el
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perfil K. Asimismo el perfil K es muy similar al J, lo cual podria llevar a confusién a un

observador no experto si no se corren simultdneamente en el mismo gel.
3.2.1.2. PCR-RFLP del gen gyrB empleando Haelll como enzima de restriccion

Anteriormente, se mencioné que para evaluar la utilidad potencial del gen gyrB como
herramienta adicional para alcanzar la discriminacién de las especies que no podian ser
diferenciadas o de diferenciacién confusa a través de PCR-RFLP-recA-Haelll, se examinaron los
perfiles virtuales obtenidos por PCR-RFLP-gyrB-Haelll mediante el programa informatico
NEBcutter V2.0. Los resultados indicaron, que a través de este corte virtual del gen gyrB los
organismos pertenecientes a la especie B. cenocepacia y B. stabilis que comparten el patrén J
por PCR-RFLP-recA, podrian discriminarse a través de un fragmento de 800 pb que presenta B.
cenocepacia y no B. stabilis (ver explicacion en la seccion de Metodologia). Para comprobar si
este fragmento podia emplearse como criterio de discriminacidon entre estas especies, se
analizaron virtualmente 15 secuencias del gen gyrB correspondientes a aislados identificados
previamente como B. cenocepacia y B. stabilis por Tabaccioni y colaboradores (44), cuyas
claves de acceso se encuentran depositadas en GenBank.

Por ser B. contaminans y B. lata especies recientemente caracterizadas (47), y no se
han depositado aln secuencias completas del gen gyrB en las diferentes bases de datos, sobre
las que se pudieran predecir los patrones virtuales de RFLP-gyrB-Haelll. A excepcidn de la cepa

B. lata 383, la cual posee el genoma secuenciado (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Para el

caso de las especies B. contaminans y B. lata se dispone de secuencias del gen gyrB
depositadas en la base de datos del MLST (http://pubmilst.org/bcc/), pero estas constituyen
secuencias parciales (sélo una longitud aproximada de 400 pb) que constituyen las que
permiten su asignacion a diferentes ST (Sequence Type) o alelos al gen. De modo que estas
secuencias resultaron poco Utiles para el corte virtual de secuencias ya que se realiza una
subestimacion de la diversidad de patrones que pudieran obtenerse al procesar secuencias
completas de aproximadamente 1,9 Kpb. Por esta razdn se seleccionaron al azar 40 aislados de
B. contaminans y 2 de B. lata, identificadas previamente en nuestro laboratorio por
secuenciacion completa del gen recA, sobre los cuales se evalué la diversidad de perfiles RFLP-
gyrB-Haelll. Se obtuvieron 7 distintos patrones para la especie B. contaminans, que se

", ", n

observan en la Figura 11, a los cuales les asignamos nombres con letras del alfabeto “a” a “g”.

", n

Siendo los patrones “a” y “b” igualmente abundante los mas representados (70%), “c”

" n
e

caracterizado en 6 aislados (15%), “d” y con 2 y 3 aislados cada uno (12,5%) y “f” con un
Unico aislado (2,5%). En cuanto a B. lata present6 el patrén “g”, facilmente distinguible de los

demas patrones observados para B. contaminans o las otras especies de cBc aqui analizadas.
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Sin embargo, este resultado no debe tomarse como criterio de discriminacién debido al escaso
numero de aislamientos de B. lata analizados.

Es de destacar que el Unico aislamiento que mostrd el patrén f identificado como B.
contaminans, que presenta por PCR-RFLP-gyrB-Haelll una banda de aproximadamente 800 pb,
podria llegar a confundirse con los observado para B. cenocepacia. Esto ultimo resultd un caso
interesante, ya que este patrén que denominamos “f” observado en el aislamiento CBC 179,
resultd idéntico al patron obtenido para el aislamiento CBC 165 de la especie B. cenocepacia.
Mas aln, resulta interesante considerar el hecho que ambos aislamientos provienen de
distintos pacientes pero fueron atendidos en el mismo periodo de tiempo en el mismo centro
clinico. Las especies del cBc poseen varias caracteristicas gendmicas, que hacen que su
variabilidad genética dependa principalmente de la recombinacién mediante el intercambio
genético (27), y esto ha sido reportado tanto dentro de una misma especie como entre

especies (2).

M a a a a b Ycl D M d aef gbbdbhbd
E'-:-':‘:-;

Figura 11. Patrones de restriccion obtenidos por PCR-RFLP-gyrB con la enzima de
restriccion Haelll. Perfiles observados en aislados de B. contaminans. (M)
corresponde al patrén de peso molecular.

Cabe mencionar que si bien se reportd en bibliografia el empleo del andlisis de la
secuencia nucleotidica de un fragmento del gen de 1800pb como herramienta para discriminar
las especies del cBc (44), y que el gen gyrB ha sido seleccionado para el desarrollo del esquema
del MLST (3), no se ha empleado, hasta nuestro conocimiento la técnica de PCR- RFLP- gyrB

Hae Il como alternativa sencilla de discriminacidn de especies del cBc.
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3. 2.2. Secuenciacidn de genes recA, gyrB y lepA
3.2.2.1. Determinacion de la distribucion de especies del complejo Burkholderia cepacia.

Teniendo en cuenta que a partir del afio 2008 se consideré6 como una alternativa
certera para la identificacion de los organismos del cBc a nivel de especie disponer de por lo
menos la secuencia del gen recA del esquema del MLST (24), empleamos este criterio para
confirmar la identificacidn los aislados a nivel de especie. Para ciertos aislados, el resultado de
identificacion obtenido con la secuenciacidon del gen recA era incierto, de modo que se
adiciond para esos casos la secuenciacidn del gen gyrB, y del gen lepA si alin no resolvia.

En base al esquema de identificacion arriba mencionado, analizamos la distribucién de
especies del complejo B. cepacia, entre los aislados indicados en la Tabla 2. La Figura 12
muestra la distribucién obtenida para los aislados recuperados de muestras de esputo de
pacientes FQ. De manera similar, la Figura 13 indica la distribucién porcentual de especies
recuperadas de nuestras clinicas no-FQ y ambientales. Notese en la Figura 11B que la categoria
“Otro cBc” agrupa aislados que pertenecen al complejo B. cepacia pero que no han podido
discriminarse a nivel de especie al comparar las secuencias de los genes indicados contra las
bases de secuencia disponibles, ellos representan seguramente otras especies aun no
descriptas para el complejo (23).

Burkholderia gladiolii fue recuperada en 0.68% en muestras de pacientes FQ, pero no
fue incluidas en estos esquemas de distribucidon porque esta especie no pertenece al cBc. Es
importante sefalar que a nivel internacional B. gladiolii tiene una representacidn de un 10 %.

Nuestros resultados conjuntamente a los obtenidos en la Catedra de Higiene y Sanidad
de la UBA con otros aislados hospitalarios y ambientales, fueron los primeros datos con los que
contd el sector de Salud en relacién a la distribucidon de especies del cBc de nuestro pais.
Pudimos demostrar que de las 16 especies descriptas hasta el momento para el complejo
como las capaces de colonizar al paciente FQ (todas excepto Burkholderia ubonensis), en
nuestro pais circulaban entre los pacientes FQ, no-FQ y el ambiente 10 especies, con una alta
representacién de B. contaminans (Figura 12). Se han recuperado de muestras de esputo de
pacientes FQ y aislados clinicos no-FQ las especies B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia,
B. stabilis, B. vietnamiensis, B. ambifaria, B. arboris, B. seminalis y B. contaminans. Si bien B.
lata aun no ha sido recuperada de pacientes FQ, estd presente en la distribucidon de especies
recuperadas de muestras ambientales e industriales. Por otro lado, es interesante resaltar que
B. contaminans es la especie mas prevalente tanto en muestras de pacientes como en aislados

ambientales. La distribucion de especies encontradas para pacientes FQ en otros paises como
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en EE.UU. es completamente diferente: B. cenocepacia y B. multivorans representan

aproximadamente el 70% de las especies que colonizan los pacientes FQ (23).

B. stabilis
B. contaminans 1%
68%

B. multivorans
6%
B. vietnamiensis
1%
B. ambifaria
0.3%

B. seminalis
5%

B. cepacia
6%

B. cenocepacia
13%

Figura 12. Distribucién de especies del complejo B. cepacia recuperadas de pacientes
FQ (identificadas por secuenciacion de los genes recA, gyrB y lepA.
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; B. contaminans
B. contaminans

65% B. arboris 4% Otro cBc
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B. cepacia
0,
9% B. vietnamiensis
17%

B. cenocepacia
23%

B. lata
22%

Figura 13. Distribucién de especies del complejo B. cepacia recuperadas de (A) pacientes No-FQ vy (B)
muestras ambientales.

== First infected with B. cenocepacia
70 ] == First infected with B. multivorans

Proportion (%) of B. cepacia
complex-infected CF patients
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o
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M 8. multivorans M B.cenocepacia W 8.gladioli 1997 1999 2001 2003 2005 2007

W B.vietnamiensis B.dolosa B Indeterminate Year
M B.cepacia [ Other Bcc species

Figura 14. Distribucién de especies del cBc en pacientes FQ de EE.UU. Los datos fueron
obtenidos de mas de 2000 pacientes FQ recuperados entre 1997 y 2007 (A). Incidencia de
infecciones por B. cenocepacia y B. multivorans en pacientes FQ de EEUU a lo largo del
tiempo. Tomado de (23).
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En Canadd y en algunos paises europeos (Republica Checa, Portugal, Francia, Italia y
Reino Unido), B. cenocepacia representaba la especie mayoritaria en aislamientos de pacientes
FQ (1)(17)(23)(43). Sin embargo, durante los ultimos afios la incidencia de B. multivorans y B.
cenocepacia en infeccién de pacientes FQ parece haberse invertido (Figura 12)(17)(38).

B. contaminans si bien constituye una especie recientemente descripta, su presencia
sin embargo ha sido reportada a nivel mundial en aislamientos de muestras de pacientes FQ,
no-FQ, en el ambiente y productos industriales en otros paises como Estados Unidos, Italia,
Canad3, Portugal, Reino Unido, Brasil, Nueva Zelanda, Dinamarca, Turquia, China y Alemania
(3)(4)(15)(24)(34)(28). Sin embargo no ha habido hasta el momento reportes en la literatura
indicando regiones geograficas con una incidencia tan elevada de B. contaminans en relacion a
las otras especies como la observada en nuestro pais.

Conocer en al contexto nacional la distribucién de especies es de gran importancia ya
que i) permite estudiar la dindmica de la distribucién de las especies prevalentes a lo largo del
tiempo y en las diferentes regiones; ii) constituye un resultado de relevancia para evaluar los
tratamientos a realizar ya que es conocido que existe diferencias en el patrén de
susceptibilidad entre las especies del cBc (5) y que determinados antimicrobianos son mas
efectivos para inhibir las diferentes especies y que otros antibidticos pueden inducir un cambio
en la morfologia bacteriana que aumenta su virulencia (49) iii) permite predecir la posible
gravedad de la infeccion (descartar o no la infeccion por complejo B. cepacia) iv) conocer si el
paciente puede ser derivado a trasplanté pulmonar (los pacientes infectados con B. cenopacia

no son transplantados).
3.2.3. Anadlisis filogenético del gen recA

Para evaluar la diversidad genética entre las especies dentro del Complejo B. cepacia,
139 aislados recuperados en nuestro pais de pacientes FQ, No-FQ vy aislados ambientales, se
analizaron a través de la construccion de un arbol filogenético obtenido como se indicé en la
seccion de métodos, sobre la base de la secuencia de fragmentos de 900pb del gen recA
empleando los cebadores indicados en la tabla 5 y figura 5.

Como se puede observar en la Figura 15, la mayoria de las secuencias se agruparon
junto a secuencias de cepas de referencia de las especies del cBc, generando un arbol con 12
cluster definidos y aislamientos Unicos. Este ordenamiento discrimind a las especies
detectadas en aislados circulantes en nuestro pais. Es interesante observar que este
agrupamiento reveldé la presencia de un grupo de aislamientos, denominado GAMA, cuya
secuencia del recA presentan baja similitud con relacién al resto de los aislamientos y no se

agrupa con la secuencia de ninguna de las cepas de referencia depositadas en el GeneBank.
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Estas secuencias si bien corresponden a aislamientos con reaccién positiva para cBc, poseen
secuencias claramente diferentes a las encontradas en otras regiones del mundo, lo cual
podrian constituir aislamientos correspondientes a alguna especie del cBc aun no reconocida
como tal que circula en nuestro pais, en particular en el Hospital Santisima Trinidad de
Cdérdoba (Figura 15).

El analisis filogenético en base a la secuencia nucleotidica del gen recA demostré ser una
metodologia util para discriminar a nivel de especie los aislados pertenecientes al cBc. Aunque,
carece de poder resolutivo para discriminar a nivel de cepas (Figura 15) ya que la gran mayoria
de los aislados de B. contaminans provenientes de pacientes FQ estan agrupados en un gran
cluster homogéneo, por lo que se requeriria de herramientas mas poderosas para detectar si
existe mayor diversidad genética entre esos aislados. Sin embargo esta metodologia es util ya
que permite detectar la relacién filogenética como se puede observar en el grupo GAMA
constituido por los aislados (HST 189, HST 190 y HST 194) que pertenecen al cBc, pero
claramente no se agrupan con ninguna de las 17 especies, sugiriendo que se trata de bacterias

gue hasta el momento no han sido asignadas a nivel de especie.
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3.2.4. Distribucion temporal de las especies del complejo Burkholderia cepacia en pacientes

FQ

Teniendo los aislamientos identificados a nivel de especie, analizamos la distribucidn
temporal de los mismos. Se pudo establecer que durante los primeros afios de este estudio
(2004-2007), la diversidad de las especies recuperadas en los primeros aislamientos de
pacientes FQ era muy baja (Figura 13). Predominaba claramente B. contaminans —
principalmente en el periodo 2004-2005 del brote hospitalario y sélo se aislaron B.
multivorans, B. vietnamiensis y B. cenocepacia en unos pocos pacientes. A partir de 2007, se
redujo significativamente la incidencia de las infecciones por cBc pero, si bien continud
predominando B. contaminans, la diversidad de especies aisladas fue mayor. Por otro lado, es
interesante resaltar que B. contaminans es la bacteria mas prevalente tanto en muestras de
pacientes como en aislados ambientales y geograficamente tiene una representacion similar

en cada hospital.

OB. cepacia W B. cenocepacia
B B.multivorans B B. stabilis
25 - B B. viethamiensis @ B. ambifaria
B B. contaminans BOB. seminalis
20 -
15 -
10 -
5 -
0 m ﬂ

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Figura 16. Distribucidn de especies cBc segln afio de aislamiento. Se considero el primer aislado
recuperado de cada paciente. El reemplazo de cepa fue considerado como nuevo aislamiento.

Esta significativa disminucion de infecciones se debié a la implementacién de medidas
de higiene y prevencién en los diferentes servicios hospitalarios junto a la aplicacion de
normas dispuestas en un consenso para el manejo de pacientes con fibrosis quistica. La
trasmisién paciente-paciente ha disminuido significativamente en los Ultimos afos, sin
embargo, la incidencia de infeccidon con aislados identificados como B. contaminans es aun
elevada. Esto estaria implicando que estos organismos son adquiridos a partir del contacto con

el medio ambiente o ciertos productos de uso doméstico como cremas, cosméticos, productos
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de limpieza del hogar, enjuagues de ropa y otros productos domisanitarios (3)(24). En este
sentido, el grupo de trabajo de la cdtedra de Higiene y Sanidad de la Facultad de Bioquimica y
Farmacia de la UBA ha realizado paralelamente a estos estudios investigaciones sobre la

presencia de bacterias del cBc en productos industriales, domisanitarios, cosméticos, etc (13).

En base a estos resultados, se abren entonces una serie de interrogantes respecto a los
aislados de B. contaminas encontrados en nuestro pais: ¢ Existe alguna relacién clonal entre los
aislados clinicos recuperados en el brote ocurrido en el afio 2004? ¢Cudl es la diversidad
genotipica y fenotipica de estos aislados clinicos? éExiste algin clon predominante de B.
contaminas con mayor capacidad de transmisidon? Existe una prevalencia de esta especie en
alguna regidn del pais en particular o en algln periodo de tiempo en particular?

Esta serie de interrogantes llevd a nuestro laboratorio a estudiar la diversidad molecular
y fenotipica de los aislados de B. contaminans, no reportada hasta el presente en la bibliografia
internacional. Para ello debieron desarrollarse y optimizarse diferentes herramientas basadas
en fingerprinting molecular, y fenotipicas (FT-IR). Estas metodologias podran también ser
aplicadas en un futro para descartar o confirmar brotes hospitalarios, evitando la diseminacién
de clones, y resultar de valor en la identificacién de la fuente de contaminacién, el reservorio

y/o los vehiculos de transmision de las infecciones.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este capitulo, podemos concluir lo siguiente:

1. La caracterizacién fenotipica de los organismos pertenecientes al cBc es compleja,
dado que es un grupo heterogéneo y de dificil crecimiento.

2. El sistema VITEK 2 compact demuestran que dicho método constituye una
herramienta confiable en la identificacion de organismos pertenecientes al CBC.

3. El desarrollar métodos moleculares, para identificacion a nivel de cBc o incluso a

nivel de especie, como el utilizado en este trabajo, que puedan ser llevados a cabo
facilmente en los laboratorios clinicos.

4. Nuestro pais la distribucion de especies del cBc presenta una epidemiologia Unica en
aisaldos recuperados de pacientes FQ y no FQ.

5. B. contaminans fue la especie predominate durante el brote hospitalario ocurrido en
el afio 2004-2005.

6. B. contaminans es la especie mas prevalente recuperada en muestras clinicas y
contaminantes industriales.
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ANEXO

Tabla A. Coleccion general de aislados de Complejo Burkholderia cepacia.

N° Aislado Origen  RFLP Especie Fecha Hospital Procedencia
001 CBC 001 FQ K B. contaminans 01/04/2009 HNLP La Plata
002 CBC 002 FQ B. contaminans 01/04/2009 HNLP La Plata
003 CBC 003 FQ B. contaminans 08/05/2009 HNLP La Plata
004 CBC 004 FQ G B. cenocepacia 03/10/2009 HNLP La Plata
005 CBC 005 FQ - B. contaminans 14/02/2011 HNLP La Plata
006 CBC 006 FQ B. vietnamiensis 09/03/2012 HNLP La Plata
007 CBC 007 FQ ) B. cenocepacia 19/08/2009 HNLP La Plata
008 CBC 008 FQ B. cenocepacia 29/08/2008 HNLP La Plata
009 CBC 009 FQ no identif  B. cenocepacia 02/11/2009 HNLP La Plata
010 CBCO010 FQ ) B. cenocepacia 01/12/2009 HNLP La Plata
011 CBCO011 FQ G B. cenocepacia 10/07/2010 HNLP La Plata
012 CBCO012 FQ G B. cenocepacia 22/07/2010 HNLP La Plata
013 CBC 013 FQ G B. cenocepacia 23/08/2010 HNLP La Plata
014 CBCO014 FQ G B. cenocepacia 24/08/2010 HNLP La Plata
015 CBC 015 FQ G B. cenocepacia 21/10/2010 HNLP La Plata
016 CBCO016 No-FQ G B. cenocepacia 21/10/2010 HNLP La Plata
017 CBCO017 FQ G B. cenocepacia 12/10/2010 HNLP La Plata
018 CBCO018 FQ G B. cenocepacia 12/10/2010 HNLP La Plata
019 CBCO019 FQ G B. cenocepacia 17/02/2011 HNLP La Plata
020 CBC 020 FQ G B. cenocepacia 24/02/2011 HNLP La Plata
021 CBC 021 FQ G B. cenocepacia 16/03/2011 HNLP La Plata
022 CBC 022 FQ G B. cenocepacia 17/05/2011 HNLP La Plata
023 CBC 023 FQ G B. cenocepacia 17/05/2011 HNLP La Plata
024 CBC 024 FQ G B. cenocepacia 20/06/2011 HNLP La Plata
025 CBC 025 FQ G B. cenocepacia 15/07/2011 HNLP La Plata
026 CBC 026 FQ G B. cenocepacia 02/08/2011 HNLP La Plata
027 CBC 027 FQ G B. cenocepacia 02/08/2011 HNLP La Plata
028 CBC 028 FQ G B. cenocepacia 11/11/2011 HNLP La Plata
029 CBC 029 FQ G B. cenocepacia 17/12/2011 HNLP La Plata
030 CBCO30 FQ G B. cenocepacia 09/03/2012 HNLP La Plata
031 CBCO31 FQ G B. cenocepacia 09/03/2012 HNLP La Plata
032 CBC 032 FQ G B. cenocepacia 16/04/2012 HNLP La Plata
033 CBC033 FQ H B. cenocepacia 20/04/2012 HNLP B. Blanca
034 CBC034 FQ G B. cenocepacia 24/05/2012 HNLP La Plata
035 CBC 035 FQ G B. cenocepacia 07/07/2012 HNLP La Plata
036 CBC 036 FQ - B. cenocepacia 06/10/2005 HNLP La Plata
037 CBC 037 FQ - B. cenocepacia HNLP La Plata
038 CBC 038 FQ - B. cenocepacia HNLP La Plata
039 CBC 039 FQ - B. cenocepacia 10/07/2006 HNLP La Plata
040 CBC 040 FQ - B. cenocepacia HNLP La Plata
041 CBC 041 FQ E B. cepacia 01/10/2009 HNLP La Plata
042 CBC 042 FQ E B. cepacia 02/06/2010 HNLP La Plata
043 CBC 043 FQ E B. cepacia 27/08/2010 HNLP La Plata
044 CBC 044 No-FQ E B. cepacia 16/05/2012 HNLP T. del Fuego
045 CBC 045 FQ - B. contaminans HNLP La Plata
046 CBC 046 FQ - B. contaminans HNLP La Plata
047 CBC 047 FQ - B. contaminans HNLP La Plata
048 CBC 048 FQ K B. contaminans HNLP La Plata
049 CBC 049 FQ K B. contaminans HNLP La Plata
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262
263
264
265

CBC 212
CBC 213
CBC214
CBC 215
CBC 216
CBC 217
CBC 218
CBC 219
CBC 220
CBC 221
CBC 222
CBC 223
CBC 224
CBC 225
CBC 226
CBC 227
CBC 228
CBC 229
CBC 230
CBC 231
CBC 232
CBC 233
CBC 234
CBC 235
CBC 236
CBC 237
CBC 238
CBC 239
CBC 240
CBC 241
CBC 242
CBC 243
CBC 244
CBC 245
CBC 246
CBC 247
CBC 248
CBC 249
CBC 250
CBC 251
CBC 252
CBC 253
CBC 254
CBC 255
CBC 256
CBC 257
CBC 258
CBC 259
CBC 260
CBC 261
CBC 262
CBC 263
CBC 264
CBC 265

No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
FQ
FQ
FQ
No-FQ
FQ
FQ
No-FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
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. contaminans
. stabilis
. stabilis
. gladioli
. cenocepacia

cepacia
cepacia

. contaminans
. contaminans
. contaminans
. cenocepacia
. cenocepacia

cepacia
cepacia
cepacia
cepacia
cepacia
cepacia
cepacia
cepacia
cepacia
cepacia
cepacia
cepacia

. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans

contaminans
contaminans
contaminans
contaminans

. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans

contaminans

. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans

18/12/2002
07/10/2003

27/10/2006
01/11/2010
01/11/2010
05/11/2010
23/03/2009
09/06/2009
24/06/2009
09/08/2009
29/09/2009
05/07/2010
24/08/2010
21/12/2010
18/07/2011
07/10/2003
07/10/2003
13/01/2004
02/03/2004
09/06/2004
20/07/2004
09/09/2004
28/09/2004
26/10/2004
23/11/2004
13/05/2004

09/11/2004
07/01/2005
30/11/2004
18/03/2004
07/10/2004
09/11/2004
06/08/2004
21/01/2005

29/06/2005

18/08/2005

HCBA
HCBA
HCBA
HCBA
HCBA
HCBA
HCBA
HCBA
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST

. Aires
Aires
Aires
Aires
Aires
Aires
Aires

DO DD P E DD

. Aires
Cordoba
Coérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
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266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319

CBC 266
CBC 267
CBC 268
CBC 269
CBC 270
CBC 271
CBC 272
CBC 273
CBC 274
CBC 275
CBC 276
CBC 277
CBC 278
CBC 279
CBC 280
CBC 281
CBC 282
CBC 283
CBC 284
CBC 285
CBC 286
CBC 287
CBC 288
CBC 289
CBC 290
CBC 291
CBC 292
CBC 293
CBC 294
CBC 295
CBC 296
CBC 297
CBC 298
CBC 299
CBC 300
CBC 301
CBC 302
CBC 303
CBC 304
CBC 305
CBC 306
CBC 307
CBC 308
CBC 309
CBC310
CBC311
CBC 312
CBC 313
CBC314
CBC 315
CBC316
CBC317
CBC318
CBC319

AMB

" R R +

I r T r T T T T T T T T m ™M

WU Hm DI HEmDDITDITDEIEITDITDITDIEDDITDITDIEDDTDITDITDIEDDOEDITDITDIEDDITDITDIEDDITDITDIEDDTDITDIDIDDITDIDIEDDDITDIDIDDIDI®

. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. Contaminans
. Contaminans
. Contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans

Contaminans
Contaminans
Contaminans

. Contaminans
. Contaminans
. Contaminans
. gladiolii

lata

. multivorans
. multivorans
. multivorans
. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. seminalis

. vietnamiensis
. cenocepacia

CBC nueva

CBC nueva

CBC nueva

19/08/2005

22/05/2006
14//06/2006
17/07/2006
14/09/2006
01/11/2010
04/11/2010
04/11/2010
11/08/2009
29/09/2009
02/08/2011
23/10/2009
21/01/2010
30/07/2010
24/08/2010
02/12/2010
22/03/2011
03/06/2011
04/04/2011
10/08/2011
07/09/2012
07/09/2012
07/09/2012
07/09/2012
07/09/2012
07/09/2012
07/09/2012
09/03/2010
15/10/2009
27/03/2006
07/09/2012
07/09/2012
18/03/2003
22/04/2003
13/05/2003
22/08/2003
08/09/2003
11/04/2003
22/07/2003
18/05/2003
18/12/2007
29/02/2008
07/07/2008
09/12/2008
26/06/2009
25/08/2009
07/09/2012
04/09/2009

07/09/2012
07/09/2012
07/09/2012

HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST

Coérdoba
Cordoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Coérdoba
Coérdoba
Cordoba
Coérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Catamarca
Cordoba
Cordoba
Cordoba
Cordoba
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320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373

CBC 320
CBC 321
CBC 322
CBC 323
CBC 324
CBC 325
CBC 326
CBC 327
CBC 328
CBC 329
CBC 330
CBC 331
CBC 332
CBC 333
CBC 334
CBC 335
CBC 336
CBC 337
CBC 338
CBC 339
CBC 340
CBC 341
CBC 342
CBC 343
CBC 344
CBC 345
CBC 346
CBC 347
CBC 348
CBC 349
ATCC 25416
DSMZ 50181
DSMZ 9241,
ATCC 17616
LMG13010
LMG 16656
LMG 18863
LMG 16654
LMG 18870
LMG 14294
LMG 10929
LMG 18943
LMG 21820
LMG 19182,
LMG 19467
LMG 20983
LMG 20980
ATCC 15958
LMG 14191
ATCC 10248
ATCC 27853
Sm 33

Sm 36

Axx 23

AMB
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
AMB
AMB
AMB
AMB
AMB
AMB
AMB
AMB
AMB
AMB
AMB
AMB
AMB
FQ
FQ
FQ
FQ

AT
AT
AT
AT
AT
AT

= >

AT

o m X R <«

G M m m
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CBC nueva

B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B.
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
P
S.
S.
A

. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. Cepacia

. contaminans
. Cepacia

. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. lata

. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. vietnamiensis
. vietnamiensis
. lata

. lata

. contaminans
. contaminans
. contaminans
contaminans
. contaminans
. cepacia

. cepacia

. cepacia

. cepacia

. multivorans
. multivorans
. cenocepacia
. cenocepacia
. cenocepacia
. cenocepacia
. cenocepacia
. vietnamiensis
. dolosa

. dolosa

. ambifaria

. ambifaria

. ambifaria

. anthina

. pyrrocinia

. pyrrocinia

. gladioli

. aeruginosa

. maltophilia
. maltophilia

.Contaminans

xylosoxidans

07/09/2012
03/05/2010
01/10/2010
26/01/2011
26/01/2011
30/05/2011
30/05/2011
06/05/2011
06/12/2011
02/06/2012
13/07/2012
13/08/2008
01/09/2008

HST

. Rossi
. Rossi
Rossi
. Rossi
. Rossi
Rossi
. Rossi
. Rossi
Rossi

. Rossi
HNRN
HNRN

Desinf. piso

Agua Ind. Fca

Agua Ind. Fca

Agua Ind. Fca

Agua Ind. Fca

Sala Hospital

Desinf. piso
Acond.ropa

Acond. ropa

Agua Ind. Fca

Agua Ind. Fca

Gel ecog.
Gel ecog.
HG
HG
HG
HG
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia

Coérdoba
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
Rio Negro
Rio Negro
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
B. Aires
B. Aires
B. Aires
B. Aires
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374
375
376
377
378
379

Axx 79

LMG 16407
LMG 18087
LMG 18106
ATCC 27511
LMG 20952

A. xylosoxidans

P. apista

P. pnomenusa

P. pulmonicola
Ralstonia pickettii
1. limosus

Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
Referencia
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MEDIOS DE CULTIVO PARA AISLAMIENTOS DE MICROORGANISMOS.

Medio EMB agar (con eosina y azul de metileno)

Medio utilizado para la diferenciacion de distintas enterobacterias, basandose en la capacidad de
fermentacion de lactosa y sacarosa, y en la produccion de brillo metalico que sirve para la orientacion
aunque no para la confirmacién del organismo hallado.

Férmula (en gramos por litro)

Peptona ............... 10.00
Lactosa .......ccc..... 5.00
Sacarosa ............... 5.00
Fosfato dipotasico .... 2.00
JAY-Z:] SRR

Eosina
Azul de metileno .... 0.065

Medio Triptone soya agar (TSA)

Medio utilizado para propdsitos generales, favorece el desarrollo y aislamiento de una gran variedad de
microorganismos aerobios, y anaerobios facultativos y estrictos.

Al ser suplementado con sangre permite el crecimiento de microorganismos exigentes y la clara
visualizaciéon de reacciones de hemdlisis. Su férmula cumple con los requerimientos de la Armonizacidn
de Farmacopeas Europea, Japonesa y de los Estados Unidos de Norteamérica (EP, JP y USP
respectivamente).

Formula (en gramos por litro)

Digestion pancreatica de caseina .............. 15.00
Digestion enzimatica de soja y lentejas ....... 5.00
Cloruro de sodio ......cccevvevirerrereneennnas 5.00

ABAr it 15.00

Medio Luria Bertani agar (LB)

El Caldo de Lisogenia (CL) es un medio nutricionalmente rico para propdsitos generales, se utiliza
principalmente para el crecimiento de bacterias. El acronimo se ha interpretado erréneamente como
caldo Luria, caldo Lennox, o medio Luria-Bertani, de acuerdo con su creador Giuseppe Bertani, el CL
abreviatura estaba destinado en realidad a pie de caldo lisogenia.

Férmula (en gramos por litro)

TriptoNa coovveveeeireeeicreee e e 10.00
Extracto de lavadura .......ccccevevvevvenneene 5.00
Cloruro de sodio ......cccceveeveecreeerennnnne 10.00
JY=Z | SO RSP 15.00

pH final:7.5

Medio Burkholderia cepacia Selectivo Agar (BCSA)

Medio de cultivo basal que con el agregado del suplemento antimicrobiano, permite el aislamiento
selectivo de Burkholderia cepacia a partir de diversos materiales. Es ampliamente utilizado cuando se
procesan muestras respiratorias en pacientes con fibrosis quistica.

Formula (en gramos por litro)

Tripteina e, 10.0
Extracto de levadura ................ 1.5
Lactosa .., 10.0
SACAr0SA .uvvveveverererereriieiaeans 10.0
Cloruro de sodio ........cccuuvveeen... 5.0
Rojo de fenol .......ccceeeeeeennnnnnes 0.008
Cristal violeta .....ccccceeeeevveneen.n. 0.0008
FAY-Z | PP TPUPTTTPPoN 15.0
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pH final:7.0 £ 0.2

Polimixina B .....cccceevveevireeeiennnnn 120000 ui
Gentamicing .....ceveeeeeeeeeeeeeeeeneennene 0.002 g
Vancomicina ......ccceveveviiiiieniienenns 0.0005 g

Medio TSI agar

Medio universalmente empleado para la diferenciacién de enterobacterias, en base a la fermentacion
de glucosa, lactosa, sacarosa y a la produccion de acido sulfhidrico.

Fundamento

En el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona, aportan los nutrientes adecuados para el
desarrollo bacteriano. La lactosa, sacarosa y glucosa son los hidratos de carbono fermentables. El
tiosulfato de sodio es el sustrato necesario para la produccidn de acido sulfhidrico, el sulfato de hierroy
amonio, es la fuente de iones Fe3+, los cuales se combinan con el acido sulfhidrico y producen sulfuro
de hierro, de color negro. El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio mantiene el
balance osmético.

Por fermentacion de azlcares, se producen acidos, que se detectan por medio del indicador rojo de
fenol,el cual vira al color amarillo en medio acido. El tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno
el que reacciona luego con una sal de hierro proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro.

Formula (en gramos por litro)

Pluripeptona .......cccccueeeeciveeennnns 20.0
Extracto de carne ...........c....... 3.0
Glucosa

Lactosa

RY: [0 | (o 1Y IS 10.0
Cloruro de sodio .....ccccvvveeureenn. 5.0
Tiosulfato de sodio ............... 0.2
Sulfato de hierro y amonio ...... 0.2
Rojo de fenol ........ccccecvveeennnenn. 0.008
FAY-Z | S 13.0

pH final:7.3 £ 0.2

Medio DNAsa Agar

Medio de cultivo utilizado para la deteccion de enzimas desoxirribonucleasas. Es especialmente util para
la diferenciacién entre especies de estafilococos, asi como para la diferenciacion de Serratia spp. de
especies de Klebsiella y Enterobacter.

Fundamento

En el medio de cultivo, la tripteina es la fuente de nitrogeno, aminodcidos, y aporta los nutrientes
necesarios para el adecuado desarrollo bacteriano.

El acido desoxirribonucleico se encuentra altamente polimerizado, y es el sustrato de la enzima
desoxirribonucleasa (DNAsa), la cual lo hidroliza. El cloruro de sodio mantiene el balance osmético vy el
agar es el agente solidificante. Este medio de cultivo, permite diferenciar bacterias que poseen la

enzima desoxirribonucleasa de aquellas que no la poseen.

La presencia de la enzima, se puede detectar mediante el agregado de acido clorhidrico 1N.

El acido desoxirribonucleico hidrolizado presenta transparencia, mientras que el 4&cido
desoxirribonucleico polimerizado, precipita y torna opacidad al medio de cultivo.

contenido y composicion

Férmula (en gramos por litro)

LI o (=T - RN 20.0
Acido Desoxirribonucleico.........ccceecvveeeiieeeenciieennns 2.0
Cloruro de sodio........ceeeeeiciiiiiiieieee e eeiiaes 5.0

pH final: 7.3 £ 0.2
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INTRODUCCION

La primera asignacion de Burkholderia contaminans, en el afio 2009 como nueva especie
del cBc fue Burkholderia vanimaris (56). La muestra sobre la cual se describié el metagenoma
se aislo del mar de Sargazo. Su nombre contaminans que proviene del latin contaminante,
contaminacién describe mejor a la especie que el nombre vanimaris ya que esta especie, al
igual que otros aislados del cBc habitan muy poco en agua de mar, lo cual sugiere que el mar
no es un habitat natural para las especies de este complejo. La cepa tipo es la B. contaminans
LMG 23361, la cual estda depositada en el LMG -Laboratory of Microbiology Gent
Bacteria Collection, Faculty of Sciences University Gent, Bélgica (33).

La bacterias asignadas a B. contaminans son bacilos Gram-negativos, aerdbicos, no
esporulados. Las colonias muestran un caracteristico brillo metalico. Todas las cepas pueden
crecer en agar MacConkey y en medio B. cepacia agar selectivo (BCSA). Se observd crecimiento
en dicho medio a 30, 37 y a 42 ° C. La mayoria de las cepas son pigmentadas, de color amarillo
verdoso y hemoliticas, una caracteristica que no se observa comunmente entre las especies

del cBc (57). La Figura 1 muestra el cultivo en medio EMB de un aislado local de esta especie.

Figura 1. Burkholderia contaminans aislada a partir de muestras de esputo de un
paciente FQ. A) Medio EMB-agar y B) medio TS-agar.

Su presencia ha sido reportada a nivel mundial en aislamientos de muestras de
pacientes FQ, no-FQ, en el ambiente y en productos industriales en paises como Estados
Unidos, Italia, Canadd, Portugal, Reino Unido, Brasil, Nueva Zelanda, Dinamarca, Turquia, China
y Alemania (2)(6)(18)(31)(42)(44). Sin embargo no ha habido hasta el momento reportes en la
literatura indicando regiones geograficas con una incidencia tan elevada de B. contaminans en
relacidn a las otras especies como la observada en nuestro pais. Asimismo, al ser una especie
recientemente descripta es muy poco lo publicado sobre las caracteristicas fenotipicas de los

organismos pertenecientes a esta especie (9)(57).
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La alta prevalencia de B. contaminans en aislamientos clinicos de pacientes FQ y no FQ,
y las dudas existente a nivel hospitalario sobre la posibilidad de estar ante una expansién
clonal intrahospitalaria indicaban que era necesario continuar las investigaciones tendientes a
dilucidar la diversidad genotipica y fenotipica de los aislados clinicos circulantes. En este
sentido también era muy importante establecer las caracteristicas genéticas de los organismos
circulantes en relacidn a su capacidad de transmisibilidad. Asimismo, existen pocos datos
reportados en relacién a la capacidad de los organismos del cBc de causar infecciones
pulmonares crénicas y hasta nuestro conocimiento no existen reportes sobre las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas de aislamientos de B. contaminans recuperados a lo
largo de una infeccién crénica.

Nos propusimos entonces, avanzar en el conocimiento genotipico y fenotipico de la
poblacién de organismos de la especie B. contaminans que colonizan al paciente FQ a fin de
alcanzar un mayor conocimiento sobre la realidad epidemioldgica local, y contar con
herramientas que permitan ayudar a disponer medidas que acoten la transmisién o
diseminacion de infecciones por estas bacterias y permitan estudiar la “evolucion” de las
infecciones crdnicas.

A fin de realizar estudios sobre la diversidad molecular y fenotipica de los aislados de B.
contaminans, debieron desarrollarse y optimizarse diferentes herramientas basadas en
fingerprinting molecular, estudios sobre la presencia de genes asociados a la transmisibilidad e
investigaciones sobre la expresidén fenotipica (a través de la espectroscopia infrarroja). De
poder implementarse estas metodologias podran ser aplicadas en un futro para descartar o
confirmar brotes hospitalarios, evitar la diseminacién de clones, identificar fuentes de
contaminacion o los reservorios y/o vehiculos de transmision de las infecciones.

Entre las metodologias genéticas empleadas para el estudio de diversidad de aislados

|ll

del Burkholderia, el sistema MLST constituye el “gold standard”. Esta permite la identificacion
de bacterias del complejos B. cepacia a nivel de género, especie, y cepa por lo que ha sido
empleada para realizar estudios de epidemiologia global del complejo (31)(60). Si bien el
anadlisis de secuencia de ADN requerido para el MLST es cada vez mads accesible incluso en
nuestro pais, resulta aun muy costoso para ser realizado como técnica de rutina. Han sido
reportada otras estrategias de genotipificaciéon de organismos del cBc como el plimorfismo de
genes individuales como recA (31) (43), fur (30), fliC (62), o gyrB (54). Otros métodos
empleados satisfactoriamente con alto poder discriminatorio aplicados a estudios de
diversidad de aislamientos del cBc fueron la electroforesis en campo pulsante (PFGE) y la

ribotipificacién (7). Asimismo, las técnicas basadas en la amplificacion de elementos repetitivos

rep-PCR (repetitive element sequence-based PCR) (59) (en particular empleando los cebadores
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dirigidos contra los elementos repetitivos, tales como ERIC, REP o secuencias BOX, se han
aplicado también con éxito para discriminar organismos de las especies B. cenocepacia, B.
cepacia, B. multivorans, B. dolosa y B. pseudomallei en aislamientos clinicos (4) (12).

Estas secuencias o elementos repetitivos estan presentes en los genomas de multiples
microorganismos (particularmente Gram-negativos) y generan patrones de bandas diferentes
denominados “fingerprint”. Estos elementos de ADN repetitivo no tienen una funcién conocida
y se encuentran tanto en regiones intergénicas como extragénicas del genoma microbiano
(55). Se ha probado que esta técnica es una valiosa herramienta para la identificacion,
seguimiento y valoracién de la diversidad entre microorganismos importantes a nivel médico
y/o ambiental (59)(45)(23). El fingerprint del ADN por medio de rep-PCR (repetitive element
based) es una técnica rapida y sencilla que cuenta con el poder de resolucién necesario para la
identificacion de microorganismos a nivel de cepa o subespecie (59).

Una tecnologia que es cada vez mas empleada para la identificacion y discriminacion
fenotipica de microorganismos a nivel de género, especie, cepa y en estudios epidemioldgicos
se basa en el andlisis de espectros infrarrojos (IR) de muestras bioldgicas utilizando FT-IR
combinada con métodos estadisticos multivariantes. Los espectros IR obtenidos de bacterias
en condiciones estandarizadas son altamente especificos y reproducibles, por lo que permiten
distinguir microorganismos a diferentes niveles taxondmicos (fenotipo, especie, sub-especie,
patogenicidad, virulencia, etc.)(25)(6)(40)(51). Esta metodologia representa una forma sencilla,
no destructiva de analizar el fenotipo que expresa una poblacién de células en una
determinada condicion de crecimiento a partir de una cantidad pequefia de biomasa (37).

Haciendo una breve mencidn del funcionamiento de la técnica y los equipos utilizados
para llevarla a cabo, puede decirse que la absorcién de radiacién infrarroja por parte de una
muestra da lugar a un espectro de bandas vibracionales, caracteristicas de los grupos quimicos
funcionales presentes en dicho material. Estas bandas son el resultado de estiramientos y
balanceos entre los 4tomos de un enlace quimico (Figura 2). Los modos normales de una
molécula o grupo particular dependen: de la estructura molecular, las fuerzas interatdmicas
(fuerza de los enlaces) y las masas de los atomos involucrados, pero sélo seran activos en el IR
si su modo vibracional involucra un cambio en el momento dipolar (enlace quimico entre
atomos de diferente electronegatividad). El espectro resultante representa la absorcion y
transmisién molecular de la muestra, creando un fingerprint molecular de la muestra; es decir,
cada estructura molecular absorbe un espectro infrarrojo Unico para ella. Esto hace que un
espectro infrarrojo sea Util para varios tipos de andlisis. A partir del empleo de FT-IR pueden
obtenerse: identidades de muestras desconocidas, determinacion de pureza, calidad o

consistencia de una muestra, cantidad de componentes de una muestra, etc.
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A continuacion se describen algunas caracteristicas de la espectroscopia FT-IR. El andlisis
mediante espectroscopia infrarroja, es una técnica que se basa en estudio de la absorcién de
luz IR (4000 a 650 cm™) por parte de los distintos enlaces quimicos presentes en las moléculas.
Dicha absorcién produce la excitacion de estados vibracionales y rotacionales de los enlaces
quimicos que poseen una frecuencia de vibracidn en el rango IR del espectro
electromagnético. La mayoria de los espectros IR representan las vibraciones propias de los
estiramientos de las uniones quimicas, que ocurren a alta energia dentro de la regién IR, y las
absorciones asociadas al balanceo de los enlaces, que se producen a baja energia. Para la
absorcién de luz IR, las moléculas deben poseer un dipolo oscilante, el cual debe cambiar
cuando ocurre la transicidn para permitir la absorcion. Asimismo, las frecuencias de vibracion
dependerdn de la constante de fuerza de los enlaces entre los atomos y las masas de los
mismos. Las vibraciones entre atomos pueden ser debidas a cambios en la longitud del enlace
(estiramiento) o cambios en el dngulo de enlace (balanceo), siempre conservando el centro de

masas (41) (Figura2).

A Estiramient
Simétrico Antisimétrico
X,
B Balanceo
Deformacion Wagging
:\ 7 o * + + ~
— ——
Movimientos en el plano Movimientos fuera del plano

Figura 2. Tipos de vibraciones entre atomos. A) Vibraciones por Estiramientos: Son generadas por
cambios en la longitud del enlace entre dos dtomos. B) Vibraciones por Balanceos: Son causadas por
cambios en el angulo de enlace, va sea en el plano o por fuera de este.
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Figura 3. Bandas de absorcidn vibracional para la molécula de agua. Para una molécula sencilla
como el agua, las 3 bandas de absorcidon provienen de las vibraciones generadas por balanceo y
por el estiramiento simétrico y antisimétrico.

La luz IR es relativamente de baja energia, de modo que al producirse una absorcion IR
por las moléculas, los niveles cudnticos vibracionales o rotacionales se excitaran a un nivel
cuantico vibracional o rotacional mayor pero no a un nivel cudntico electrénico mayor (41).
Para una molécula sencilla como el agua, las bandas espectrales pueden ser interpretadas
como provenientes de vibraciones de balanceo, estiramiento simétrico y antisimétrico. En
consecuencia deberan observarse 3 bandas de absorcién en el espectro IR correspondiente
(Figura 3). Cada uno de los modos normales de vibracidon estd asociado a una variacion de
energia potencial y consecuentemente a un conjunto de niveles energéticos.

Las bandas de absorcion observadas en el espectro IR medio de una suspension
bacteriana corresponden a los modos vibracionales de los enlaces quimicos presentes en las
macromoléculas que componen esos microorganismos (Figura 4). Las bandas observadas en la
regién 3500 - 900 cm™ pueden ser asignados a estiramientos y balanceos de enlaces quimicos
especificos. A nimeros de onda menores (menor energia) entre 900 y 700 cm™, las bandas
resultantes no pueden ser asignadas a modos vibracionales localizados, sino mas bien al
acoplamiento de diferentes bandas vibracionales o de movimientos de los “esqueletos” de las
macromoléculas. Esta regién espectral es especifica de cada sistema bioldgico por lo que se

denomina zona del fingerprinting (36).
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Figura 4. Asignacion de bandas espectrales a las principales macromoléculas constituyentes las
bacterias. El rango espectral de 3000 a 2800 cm™ corresponde a los lipidos, 1800-1500 ecm™alas
proteinas, 1500-1300 cm™ a los cidos nucleicos, 1200-900cm™ a los carbohidratos y 900-650cm™
a la regién conocida como fingerprint.

Existen dos aspectos que son importantes de resaltar en relacién al espectro FT-IR de una
suspensidn bacteriana:

e Representa la composicion bioquimica de un fenotipo particular, ya que contiene
informacidon sobre las biomoléculas de la pared celular, membranas plasmaticas,
citoplasma, polimeros intracelulares.

e Un espectro dado, resulta altamente especifico y reproducible bajo las mismas
condiciones de operacion.

La asignacion de picos o frecuencias de absorcién a una determinada estructura o grupo
funcional, es una tarea compleja debido a que el importe ancho de las bandas hace dicha
asignaciéon muy dificil y ambigua. Sin embargo, es posible aplicar sobre los espectros técnicos
de aumento de resolucién como son la derivada primera o segunda o la deconvolucién, que
permiten distinguir los picos que componen las bandas anchas de los espectros de materiales
bioldgicos complejos. El desarrollo de sistemas de computacidn de analisis de reconocimiento
de patrones ha permitido comparar y analizar los patrones obtenidos por las derivadas
espectrales, dando la posibilidad de crear bases de datos espectrales que pueden ser
compartidas e intercambiadas entre los diferentes laboratorios.

De este modo la espectroscopia IR combinada con los sistemas de reconocimiento de
patrones ha permitido abrir caminos trascendentales en las aplicaciones de estas técnicas en el

area de alimentacion, salud, y biomedicina (17)(26)(61) Particularmente en el 4drea
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microbioldgica clinica, se ha demostrado la capacidad de esta técnica para realizar estudios
epidemioldgicos con gran eficiencia, para la deteccién de cadenas de infeccidon y monitorear
cambios fenotipicos (51).

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos del andlisis de una coleccién de
cepas clinicas (Tabla 1 al final del capitulo) de B. contaminans que fueron caracterizadas
genéticamente mediante la comparacidon de secuencias del gen recA, técnicas de fingerprinting
basadas en PCR, marcadores de transmisibilidad y fenotipicamente mediante el empleo de

espectroscopia FT-IR.
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OBIJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la diversidad genética y fenotipica de una poblacién de aislados clinicos de
Burkholderia contaminans recuperados de muestras de esputo de pacientes
fibroquisticos y pacientes no fibroquisticos de nuestro pais durante el periodo 2004-
2012 y determinar la presencia de genes asociados a transmisibilidad. Se
caracterizaran genotipica y fenotipicamente los aislados recuperados del brote 2004-
2005, los aislados circulantes que producen actualmente nuevas infecciones y los

aislamientos recuperados a lo largo de infecciones crdnicas.
Objetivos particulares

1. Determinar la diversidad de la poblacidn de B. contaminans a partir del andlisis de la
secuencia del gen recA mediante confrontacién con secuencias depositadas en el

GenBank y en la base del MLST.

2. Estudiar la diversidad gendmica mediante la utilizacion de técnicas rep-PCR (repetitive
element sequence-based PCR). Evaluando la capacidad de discriminacién de diferentes

cebadores: REP-PCR, ERIC-PCR y BOX-PCR.

3. Estudiar la presencia del marcador de transmisibilidad Burkholderia cepacia epidemic
strain marker (BCSEM) y cable pili-cblA (cblA) entre los aislados provenientes de

muestras de esputo de pacientes FQ.

4. Analizar la diversidad fenotipica de aislados de B. contaminans mediante

espectroscopia FT-IR.

5. Analizar la distribucién de genotipos y fenotipos presentes en la poblacién de
pacientes fibroquisticos, a fin de establecer las caracteristicas de los aislamientos
recuperados duranteel brote hospitalario ocurrido en 2004-2005, vy el de las

poblaciones circulantes.

6. Aplicar las metodologias optimizadas para analizar la diversidad genética y fenotipica

de aislados de B. contaminans recuperados de infecciones crénicas de pacientes FQ.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Microorganismos

Se emplearon 125 aislados clinicos (110 FQ, 15 no-FQ). En el presente capitulo se
realizd en el marco de un proyecto de Extensidon Universitaria entre el Hospital de Nifios de La
Plata y el Hospital Santisima Trinidad de Cérdoba, por lo que sélo se consideraron los pacientes
FQ de estos dos establecimientos hospitalarios. También fueron incluidas en el estudio cepas
provenientes de pacientes no-FQ recuperadas de pacientes asistidos en el Hospital de Clinicas,
UBA, CABA.

Los estudios sobre la presencia de los genes de transmisibilidad (gen cbl/A) y BCESM
se realizaron sobre un total de 60 aislamientos de B. contaminas recuperados de pacientes FQ,
no FQ.

Para el caso del estudio de las infecciones crénicas se analizaron 66 aislamientos
recuperados de 21 pacientes (atendidos en los centros de referencia de FQ mencionados
arriba), sobre los cuales se recuperaron organismos del complejo B. cepacia a lo largo de la

infeccidn crénica (TABLA 1 al final del capitulo 1l y capitulo 1l1).

3.2. Identificacién bacteriana mediante la técnica de Multilocus Sequence Type (MLST)

La estrategia MLST emplea el polimorfismo de siete genes de expresion constitutiva
(housekeeping) que se encuentran en el primer y segundo cromosoma (15), tal como se
describié en el capitulo | del presente trabajo de Tesis. Los genes empleados en el sistema
MLST son: 1) cadena-B de ATP sintasa, atpD; 2) subunidad mayor de glutamato sintasa, g/tB; 3)
DNA girasa-B, gyrB; 4) recombinasa A, recA; 5) proteina ligante de GTP, lepA; 6) acetoacetil-
CoA reductasa, phaC y 7) triptéfano sintasa, trpB. De cada gen se amplifican y secuencian
fragmentos internos de aproximadamente 400-500 pb (2). A cada una de las secuencias
alélicas diferentes de cada gen se le asigna un nimero Unico arbitrario (alelo tipo ST para cada
gen, por ejemplo ST del gen recA). La combinacién de estos 7 genes proporciona un perfil
alélico, el cual representa un Unico ST (Sequence Type). En este sentido, cepas que exhiben al
menos 6 de los 7 perfiles alélicos idénticos, tienen los mismos ST y son definidas como clones
porque son genéticamente indistinguibles (2).

La Figura 5 muestra, a modo de ejemplo, el empleo de la base MLST para la
obtencidn del alelo que le corresponde a una secuencia problema (query) introducida al la
base de datos para el gen recA. El programa devuelve el nimero de alelo que corresponde a
dicha secuencia problema. Al ingresar dicho alelo a la base de datos la misma le asigna la

especie que corresponde dicha secuencia.

114



Capitulo 111

A

Figura 5.

— Query: Sequences | Batch sequences | Compare alleles | Profile/ST | Batch profiles | List | Browse | Query
O |JJ\’JrJ.r > J—/ Download: Alleles | MLST profiles
e =" Links: Contents | Home | Options | PuslLST.org | Isolate Database

Balch sequence query - Burkholderia cepacia complex locus/sequence
definitions

Please paste in your sequences to query againstthe databass. Query sequences will be checked first for an exact match againstthe chosen (or all) loci -
they do not need to be timmed. The nearest partial matches will be identified if an exact match is not found. You can query using either DNA or peptide
sequences. [3]

Please select locus/scheme Order results by Secuencia
Al loci =] locus [=]

Enter query sequences (FASTA format)

Problema

ATGGGCGRCGGCGRGGCGACCGAGRRCATCCAGGTCGTGTCCACGGGCTCGCTCGGTCTC o
GATATCGCGCTCGGCGTCGGCGGCCTIGCCGCGCGGCCGEGTGGTCGRRATCTACGGTCCG F
GRATCGTCCGGTARRACCACGCTCACGCTGCAGGTCATTGCCGRACTGCAGRAGCTGGGEE ‘

GGCACCGCGGCGTTCATCGACGCCGAGCACGCGCTCGACGTITCRAATATGCAGCGRAGCTC | 4

GGCGTGAACGTGCCGEAGCTGCTGATCTCGCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTTIGAR i
ATCACCGACGCGCTGGIGCGCTCGGECTCGATIC P
1 exact match found. Resultado

Translate query

[ Allele | Start position|End position
recA
71 393 1 393
Flease enter your allelic profile below. Blank loci will be ignored. Autofill profile by searching remote database
| _atpD | qtB | ayB | recA | lepA | phaC | tpB | ST Autofl
71
Options Display/sort options
Search Order by:
Exact or nearest match |Z| species |Z| descending E|
Display. | 25 E| records per page [ Alelo
Exact match found (1 locus).
16 records returned. Click the hyperlinks for detailed information.

Isolate fields B MLST
nmmmm-m-mmm
100 1ST410 E. contaminans Portugal 89 82 80 73 T4 96
101 CEP0O64 R-0929 B. contaminans Australia CF 89 83 M ?1 39 54 75 97 a7

90-530;
419 R-9896 CEPO0ST B. contaminans us CF 89 106 113 71 39 54 109123 g7
420 R-18428 PC21 E. contaminans Brazil  NOM 89 164 310 71 168 73 161 344 301
587 CEP0964 B. contaminans Australia CF 89 106 113 71 39 93 109197 97
1127 1ST401 B. contaminans Portugal CF 1995 89 82 80 71 60 73 74 96
1128 157493 E. contaminans Portugal CF 2001 89 82 80 71 60 73 74 96
1129 1ST408 B. contaminans Portugal CF 1995 89 82 80 71 60 73 74 96
1130 1ST410 B. contaminans Portugal CF 1995 89 82 80 71 60 73 74 95
1131 157487 E. contaminans Portugal CF 2001 89 82 80 71 60 73 74 96
1132 1ST488 B. contaminans Portugal CF 2001 89 82 80 71 60 73 74 96
1133 18T492 B. contaminans Portugal CF 2001 89 82 80 71 60 73 74 95
1134 157406 B. contaminans Portugal CF 1995 89 82 80 71 60 73 74 96
1135 IST480 B. contaminans Portugal CF 2001 89 82 80 71 60 73 74 96
1165 BCS9 B. contaminans Spain  CF 2010 89 216 114 71 226 98 96 404 100

Se observa la interfaz del sitio web http://pubmist.org/bcc/ que permite asignar la
identificacion a nivel de especie o subespecie por comparacién mediante la identidad de la secuencia
del gen seleccionado. En este ejemplo, A) se ingresa la secuencia, B) la secuencia del gen recA
corresponde al alelo 71, C) es identificado como B. contaminans.
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3.2 Técnicas de tipificacion por PCR-ADN-fingerprinting

Los elementos repetitivos que se utilizan en la técnica rep-PCR (repetitive element
sequence-based PCR) se encuentran repartidos en todo el genoma bacteriano y pueden estar
presentes en ambas orientaciones. Se han identificado tres familias de secuencias repetitivas:
los elementos Extragénicos Palindromicos Repetitivos (REP) (repetitive extragenic palindromic)
de 35-40 pb, las secuencias Repetitivas Intergénicas Consenso de las Enterobacterias (ERIC)
(enterobacterial repetitive intergenic consensos) de 124 a 127 pb y el elemento BOX de 154 pb
(58)(15). A partir de la amplificacidn selectiva de estas secuencias se puede hacer un andlisis
tipo “fingerprint” o huella gendmica con alta reproducibilidad que permite distinguir
individuos, clones o genotipos (15). Se reporté la existencia de elementos repetitivos en los
genomas de Burkholderias (20). El procedimiento global para llevar a cabo la caracterizacién

molecular por fingerprinting se indica en el esquema de la Figura 6.

Aislamiento Extraccion Primer ot
de colonias de ADN .f,:l,ic!_’ ~ gl

‘ Amplificacion con los ?/
primers BOX, ERIC o REP F 4

=

Electroforesis

-

Analisis de datos e
— Digitalizacion de

Figura 6: Esquema general de trabajo para la caracterizacién molecular mediante la

técnica de fingerprinting

3.2.1. BOX-PCR (Conserved sequence BOX element of Streptococcus pneumoniae)

El ADN total se preparé como se ha descrito anteriormente (capitulo Il) luego se diluyé
hasta obtener una concentracion de 5ng/ul. En este caso el primer utilizado fue el BOX-A1R
(Tabla 2). Este primer se empled con la finalidad de obtener diferentes perfiles de fingerprint
de ADN de los distintos aislados estudiados. La mezcla de reaccion se prepard en un volumen
final de 25ul con 0,2ul de Tag polimerasa (Invitrogen, Brasil), 2ul de Buffer Rxn 10X, 1,5ul de
MgCl,, 2ul de dNTPs (deoxinucledtidos trifosfato) (200mM), 13,3ul de agua destilada y 25ng de

ADN molde. Las muestras fueron amplificadas en una cicladora My Cycler Thermal Cycler (BIO-
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RAD, USA) de la siguiente manera: un ciclo de 94 °C por 2 minutos para desnaturalizar el
molde; 38 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 50 °C por 1 minuto y 65 °C por 6 minutos y
finalmente un ciclo de 65 °C por 10 minutos (14) (15) (46).

3.2.2. ERIC-PCR (Enterobaterial Repetitive Intergenic Consensus)

Sobre el molde de ADN ajustado a una concentracidon de 5ng/ul se realizé la reaccion de
PCR empleando los cebadores ERIC1 y ERIC2. (Tabla 2). La mezcla de reaccidn se prepard en un
volumen final de 25ul conteniendo 0,15ul de Tag polimerasa (Invitrogen, Brasil); 2ul de Buffer
Rxn 10X; 1,5ul de MgCl2; 2ul de dNTPs 200mM; 2ul de ERIC1 y 2ul de ERIC2; agua destilada y
25ng de DNA molde (de Brujin, 1992). Luego de un ciclo de desnaturalizacidn inicial de 2
minutos a 94 °C, se llevaron a cabo 35 ciclos de amplificacién, cada uno consistiendo de tres
pasos: 20 segundos a 94 °C; 1 minuto a 50 °C y 8 minutos a 65 °C. Finalmente se realizé un ciclo

de extension de 15 minutos a 65 °C. (15) (46).

3.2.3 REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic)

Sobre la preparacién del ADN (entre 25-50ng/ul de molde) se agregd la mezcla de
reaccion de volumen final 25ul. Se utilizaron en este caso 50pmol/ul de cada uno de los
primers (REP1y REP2) (Tabla 2), 1,25mM de desoxinucleétidos trifosfato, Buffer Rxn 5X; 2 U de
Tag polimerasa y agua destilada. El ciclado aplicado fue el siguiente: un primer ciclo de
desnaturalizacion a 95 °C por 6 minutos; 30 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 40 °C por 1 minuto y

65 °C por 8 minutos y finalmente un ciclo de extensién a 65 °C por 16 minutos (15)(46).

Tabla 2: Cebadores utilizados en PCR-Fingerprinting.

Nombre Secuencia Reference
Fw-1 5’- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG -
BOX-A1R 3 (15)
Fw-1 5’- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC -
ERIC1R-I 3 (15)
REP1R-I Fw-1 3’- CGGICTACIGCIGCIIN -5 (15)
REP2-| Rv-2 5°- ICGICTTATCIGGCCTAC - 3’ (15)
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3.2.4 Analisis de los productos de PCR obtenidos por rep-PCR

En el caso de los productos de amplificacidn del gen recA y sus productos de digestion
con enzimas de restriccion, se emplearon para su separacién geles de agarosa al 2% en TBE
0,5X corridos a 80mV por 150 minutos.

Los productos de PCR fingerprinting (ERIC-, BOX-, REP-PCR) fueron resueltos en geles de
agarosa al 1,5% en 0,5X TBE. El tiempo de corrida fue de 10 minutos a 45 mV y luego 90
minutos a 90mV con la finalidad de conseguir una separacién adecuada de las bandas. La
tincidn con Bromuro de Etidio (10mg/ml) se llevé a cabo agregando 5ul del mismo cada 100ml
de agarosa fundida. La tincién se visualiz6 por medio de luz UV (306nm) y se tomaron
fotografias con el Sistema Digital Kodak. Los ensayos fueron realizados por duplicado. Se
incluyd un marcadores de peso molecular cada 18 calles para facilitar la normalizacion

posterior de los geles (15).

3.2.5 Analisis de geles obtenidos por rep-PCR

Las imagenes obtenidas de los geles se digitalizaron y convirtieron a formato TIFF con la
finalidad de llevar a cabo el andlisis de los perfiles de fingerprint obtenidos. Con este fin se
utilizdé el software GEL Compare |l (versién 2.1Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). Cada imagen
fue convertida con una resoluciéon de calle de 250 y normalizada (resolucidn, 900; smoothing 5
puntos; sustraccién de background rolling disk intensity, 12) usando el marcador de peso
molecular Lambda ladder (Bio-Rad) como referencia. Se determiné que los perfiles con dos o
mas bandas de diferencia entre si se consideraban no relacionados. La variacién en la
intensidad de las bandas no se consider6 como una diferencia genética. Las bandas mas
débiles no se incluyeron en el andlisis. El analisis de similitud de los resultados para cada
ensayo fue calculado utilizando el coeficiente de “Dice” y el andlisis de clusters generados por
matrices de similitud se realizé usando el método de UPGMA (Unweighted Pair Group Meted
with Arithmetic Mean) (14). El criterio para definir clones relacionados fue considerar perfiles
con el 85% o mas de bandas similares. Este valor se considero deliberadamente alto de
similitud con la que definir tipos de cepas en este estudio. El valor de corte adecuado para ser
aplicado en un estudio epidemioldgico es dificil determinar a priori, ya que es una funcion de la
diversidad genética dentro de las especies investigadas, el poder de discriminacidon del método
de tipificaciéon utilizado y la cuestion epidemioldgico estd abordando (12). En un estudio
anterior, un corte parecido BOX-PCR de 70% se considera mds apropiado para evaluar la
estructura de la poblacién mundial de B. cenocepacia (12)En el presente estudio, en el que

pocos centros FQ participaron y se hicieron comparaciones de cepas recuperadas durante
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periodos de tiempo relativamente cortos, un punto de corte superior era necesaria para

proporcionar una definicidn mas rigurosa de clonalidad.

3.3. Espectroscopia Infrarroja con Transformadas de Fourier (FTIR)

La caracterizacién fenotipica por FT-IR y la discriminacién de fenotipos entre los aislados
clinicos y ambientales se realizé de acuerdo a la metodologia desarrollada en el CINDEFI para
bacilos Gram-negativos, aislados de muestras de esputo de pacientes FQ (6). Para las
mediciones por FT-IR, tanto los aislados clinicos, recibidos en nuestro laboratorio desde
distintos hospitales, en medio agar EMB como los que se mantenian en stock y fueron
subcultivados, se repicaron en medio TSA y se incubaron por 5h a 37 °C. Una ansada de
bacterias de estos subcultivos fue directamente resuspendidas en 120ul de agua destilada. La
suspension se mezclé mediante vortex a alta velocidad (2000rpm) por 15 minutos empleando
un minishaker MS2 (IKA Works, Inc., Wilmington, NC). Esta suspension fue luego centrifugada
a 8000g por 5 minutos, el sobrenadante se descarté y el sedimento de células se resuspendié
en 100ul de agua destilada. Alicuotas de 80ul de cada suspensidn fueron transferidas a celdas
de ZnSe y luego secadas por 45 minutos con el fin de obtener una pelicula bacteriana
transparente sobre cada celda (Figura 7).

Los espectros de absorcion FT-IR fueron registrados entre 4000 y 650cm™ empleando un
espectrometro Spectrum One FT-IR Spectrometer (Perkin- Elmer Instruments) con una
resolucidon espectral de 6 cm™ y 64 escaneos. Para el procesamiento de datos se utilizd el
software OPUS (version 4.2; Bruker Optics GmbH, Ettlingen, Alemania). Las primeras derivadas
se calcularon utilizando el algoritmo de Savitzky-Golay con nueve puntos de “suavizado” para
obtener mayor discriminacion en el espectro y minimizar los inconvenientes asociados a
cambios en la linea de base del espectro. Para evitar el problema asociado a variaciones en
biomasa entre las diferentes muestras depositadas sobre las celdas, los espectros se
normalizaron vectorialmente en todo el rango espectral (22)(41). Al menos 3 espectros de
cada cepa fueron incluidos en los andlisis para minimizar las variaciones inherentes al
muestreo. Los niveles de reproducibilidad entre replicados para cada cepa fueron calculados
como fue reportado previamente (6) tomando el promedio mas o menos 2 desviaciones
estandar de la llamada distancia espectral (D), que es una medida de disimilitud espectral. D es
igual a (1 - r) x 1.000, donde r es el coeficiente de correlacidon de Pearson (26)(41)(22). Para el
calculo de D y las desviaciones estandar para los diferentes rangos espectrales, se utilizé el
software OPUS. Las cinco ventanas tipicos que se utilizan habitualmente para llevar a cabo

correlaciones espectrales para las macromoléculas biolégicas mds importantes de los
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microorganismos son: W1, 3100-2800 cm 1-dominado por-C-H estiramiento vibraciones de los
grupos funcionales presentes normalmente en los componentes de acidos grasos (> CH2 y
CH3-); W2, 1800-1500 cm-1 que incluye la banda de éster y amida de la | y Il bandas de
proteinas y péptidos (> C = 0 en ésteres y C = O, NH, CN en Amide bandas); W3, 1500-1200 cm-
1 conocidos como la "regiéon de mezcla", que se asigna a las proteinas y los acidos grasos
bandas de absorcion (CO, P = O estiramiento bandas); W4: 1200-900 cm-1 reconocidas como el
polisacarido regién (CO, COC); W5, 900-700 cm-1 que contiene bandas que no pueden ser
facilmente asignados a grupos funcionales especificos y normalmente se conoce como la
"regidn de huella dactilar verdadero" (41)(22). La calidad de los espectros se tested tomando
en cuenta la intensidad, el nivel de vapor de agua, valores de la relacién sefial-ruido y sefial-
vapor de agua. Adicionalmente se calculé un valor o, el cual corresponde a la relacién de
intensidades a dos nimero de onda: 1738cm™ (marcador asociado a la presencia del grupo
éster carbonilo del polimero polihidroxibutirato -PHB-) y 1540cm™ (marcador asociado al
grupo Amida I, de proteinas, biomasa).Valores de o superiores a 0,025 fueron descartados
debido a que este polimero presenta un gran nimero de bandas de absorcién en el IR, por lo
cual por encima de dicho valor comprobamos que el alto nivel de expresidon del mismo dificulta
la discriminacién entre espectros. Por lo tanto este valor de corte fue incluido en el Test de
calidad (Figura 7).

El fenotipo de una poblaciéon depende de un gran nimero de variables, tales como:
composicion del medio de cultivo, tiempo de cultivo, pH, temperatura, etc. Por lo tanto al ser
los espectros infrarrojos un reflejo del fenotipo, en la adquisicién de los mismos es de critica
importancia, definir un procedimiento estandarizado de toma de muestra a fin de lograr
reproducibilidad en los espectros a adquirir. Los estudios de caracterizacion e identificacion de
muestras biolégicas sélo son absolutamente confiables si la preparacidon y condiciones de
medida estan perfectamente estandarizadas (26)(35) La optimizacién y el desarrollo de las
metodologias a emplear para la caracterizacién e identificacion de microorganismos se

realizaron en base al esquema general de trabajo mostrado como Figura 7.
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ESQUEMA DE TRABAJO
CONDICIONES DE CULTIVO Y PREPARACION DE MUESTRA

/ / -Vortexeado alta velocidad 5 minutos

@ — @ — [, [/ ] — -Centrifugacién 14.000 rpm 5 minuto
2 ansadas -Remocidn del sobrenadante
EMB ATS 120 pl de agua .
Medio selectivo 5 ha 36°C destilada -Pellet bacteriano re-suspendeen 120 pl H,O
bacilos no
fermentadores

ADQUISICION DE ESPECTROS Y PROCESAMIENTO DE DATOS

ANALISIS DE DATOS

e
100 pl de suspension es transferida
a celdas de ZnSe y secada al vacio
40 min aprox. hasta obtencion de un Espectrometro FT-IR (Perkin Elmer) +1" derivada
film bacteriano transparente. * normalizacion vectorial
Registro de espectros FT-IR » métodos de analisis
rango: 4000 y 650 cm™ sestadisticos multivariantes

64 scan, resolucion 6 cm™

Figura 7. Esquema del procedimiento utilizado para la adquisicién y procesamiento de espectros de los
aislados de B. contaminans.

3.4.1. Deteccion de marcadores genéticos de transmisibilidad cable pili (gen cblA)

Burkholderia cepacia epidemic strain marker (BCESM)

Para determinar la presencia y frecuencia de los marcadores cable pili-cblA, y
Burkholderia cepacia epidemic strain marker (BCESM) en la coleccion de cepas de B.
contaminans, el ADN bacteriano se preparé como se menciono en el capitulo Il (50). A un
volumen final de 25ul conteniendo 5ul de DNA molde (5-20ng/ul) se le adicionan 2,0ul del
primer forward (10 pmol/ul); 2,0ul del primer reverse (10 pmol/ul) (Tabla 2); 5,0ul de Buffer
PCR 5X (Quiagen); 2,5ul de dNTPs (Quiagen, 10mM por cada uno de los nucleétidos); 0,15ul de
la enzima Taq polimerasa (Invitrogen Brasil 5U/ul) y 8,25ul de agua destilada. Las condiciones
de reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C por un minuto; 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos; annealing de los cebadores a 63°C por 45 segundos,
extensién a 72°C por 90 segundos; una extension final de 5 minutos a 72°C se aplicé a todos los
ciclos térmicos. La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador My Cycler Thermal Cycler
(BIO-RAD, USA). Los productos de PCR se resolvieron empleando geles de agarosa al 1%

suplementados con Bromuro de Etidio (5mg/ml)(49)(32).
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Tabla 3. Cebadores utilizados para la detecciéon de marcadores de transmisibilidad.

Marcador Secuencia Referencia

cblA Fw-1 5°-CCAAAGGACTAACCCA-3’ (49)(48)
Rv-2 5°-AGCCGATGTCCATCACA-3’

BCESM Fw-1 5°- CCACGGACGTGACTAACA-3’ (32)(11)

Rv-2  5"-CGTCCATCCGAACACGAT-3’

3.4.2 Andlisis de secuencia del marcador de transmisibilidad BCESM

Productos de PCR del marcador BCESM (1.400 pb) obtenidos utilizando los cebadores
descriptos anteriormente se purificaron utilizando el kit de purificacion de PCR QUIAquick
(Quiagen Inc., CA, EE.UU.). La secuenciacion se llevd a cabo en Macrogen Inc. (Seul, Corea). En
la reaccidon de secuencia se empled un ciclo BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). La secuencia de nucleétidos del
producto resultante de cada aislado se determind como se describié anteriormente y se

analizaron usando el software VECTOR NTI Advance 10 y MEGA 4.0.
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RESULTADOS

3.5. Diversidad genética de aislados clinicos de B. contaminans obtenida de la secuencia del

gen recA

La primer estrategia aplicada en busqueda de la diversidad genotipica de los
aislamientos de B. contaminans fue el andlisis del polimorfismo del gen recA. Se construyd
entonces, un arbol filogenético empleando las secuencias de ADN de 900 pb del gen recA de
94 aislados clinicos de B. contaminans (Figura 8). En dicho arbol los aislados mostraron una
clara agrupacidon en dos cluster principales, A y B. Dentro del grupo A las distancias de
separacion entre las secuencias de los aislamientos fueron muy estrechas indicando un bajo
grado de diversidad entre los aislamientos. El grupo B, en cambio mostré una mayor diversidad
pudiéndose observar por lo menos 7 cluster en él. Se confrontaron luego, las secuencias de

los fragmentos de 393 pb con la base de secuencias del MLST (http://pubmlst.org/bcc/), en la

busqueda de una mayor diversidad dentro de cada uno de estos grupos. Se obtuvo para cada
secuencia su correspondiente alelo recA (ST, Sequence Type del gen recA) (indicados en el
margen derecho de la figura 7). Al contrastar las secuencias contra la base de datos del MLST,
se comprobd que cada cluster se correspondia con un alelo o ST, siendo el recA ST71 el
predominante. Este alelo resultd ser el Unico presente entre los aislados agrupados en el grupo
mayoritario A (73 aislados clinicos). En los restantes clusteres del dendrograma filogenético se
identificaban 5 distintos tipos de recA-ST, y contienen en conjunto un menor numero de
aislados clinicos. Los clusteres correspondientes al alelo 166 y 243 contienen sélo un aislado
cada uno, el GH1 y el HNLP 7740, respectivamente. Los otros alelos encontrados fueron el 89,
64 y 152 contenian 6, 4 y 1 aislados respectivamente.

Es interesante notar que ninguna de las secuencias del gen recA de las cepas de
referencia que fueron incluidas en nuestro estudio se agrupd en el cluster o grupo A que
contiene la gran mayoria de las secuencias de los aislados clinicos de pacientes fibroquisticos.
Solo la cepa de referencia R18428 proveniente de Brasil (incluida en el grupo B) mostré un
alelo recA-ST 71 y agrupd junto con el aislado no-FQ HC23. El resto de las cepas de referencia
de B. contaminans (cuyas secuencias del gen recA estan depositadas en la base del MLST) se
agruparon en tres clusteres diferentes: la cepa LMG 232553 (Italia, FQ) agrupd dentro del
cluster del alelo recA-ST 89 junto con aislados de pacientes no-FQ, las cepas LMG 16227
(Suecia, FQ) y R 9929 (Brasil, FQ) se agruparon juntas en el cluster del alelo recA-ST 64 junto
con dos cepas clinicas locales provenientes de pacientes FQ y dos provenientes de pacientes
no-FQ y por ultimo, la cepa UFLA02-28 (EE.UU., cepa ambiental) agrupd con el aislado FQ 7740
(alelo recA-ST 243).
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Figura 8: Arbol filogenético de 94 aislados y cepas de referencia de B. contaminans basado en la
secuencia del gen recA (900 pb). Se indica el niUmero de acceso para las cepas de referencia. HC, HST,
HNLP corresponden a aislados de pacientes tratados en el Hospital de Clinicas de la Ciudad Autonoma
de Buenos Aires, Cérdoba y La Plata, respectivamente. Grupo A incluye unicamente el alelo recA ST 71.
Grupo B incluye todos los alelos restantes identificados mediante MLST-recA.
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El 79% de los aislados clinicos mostraron el alelo recA ST71 (de los cuales 10 aislados
correspondieron al brote del afio 2004 del Hospital de Nifios de La Plata) (Tabla 1), vy el
restante 21 % de los aislados (recuperados de pacientes no fibroquisticos) mostraron
polimorfismo entre 5 alelos diferentes.

De estos resultados se desprende que esta metodologia, si bien es util para discriminar
aislados pertenecientes al cBc a nivel de especie y agruparlos en diferentes alelos, no resultaba
de gran poder discriminatorio para la gran mayoria de los aislados de B. contaminans
provenientes de pacientes FQ, por lo que se requeriria de herramientas mas poderosas para
poder detectar diversidad genética entre dichos aislados, si efectivamente la hubiera.

Se decidié entonces estudiar si mediante otras estrategias moleculares y fenotipicas se
podia llegar a establecer algun tipo de diversidad dentro del grupo de 79 aislados recuperados
de pacientes FQ (Figura 8, Grupo A) los cuales se mostraban homogéneos a nivel del la
secuencia de 339 pb del gen recA. Se seleccionaron al azar dentro de la poblacién del grupo A,
55 aislados de pacientes FQ a fin de estudiar el poder de discriminacion aplicando otra
metodologia como PCR-fingerprinting empleando tres conjuntos de cebadores diferentes

(Tabla 2).

3.6. Diversidad genética entre aislados de B. contaminans recA-ST 71 a través de rep-PCR

ADN-fingerprinting

A diferencia de los métodos de polimorfismo de genes que analiza sélo un gen, o
fragmentos en un conjunto reducido de genes, la tecnologia del rep-PCR estudia el perfil
obtenido a partir de secuencias distribuidas en todo el genoma vy llegan a representar hasta el

5% del ADN bacteriano (55).

3.6.1. REP-PCR

Los patrones de bandas obtenidas aplicando cebadores REP (Tabla 2) revelaron una
diversidad muy limitada entre los aislados clinicos estudiados. Se observaron sélo 4 patrones
diferentes con distintas bandas, que van desde los 300 pb a 2000 pb, designados como
subtipos R (R1-R4). El grupo mas importante, R3, mostré un patréon de 13 bandas que se
representaron en 51 cepas (92%), patrén R2 se caracteriza por 10 bandas visible y contenia 2
cepas (3,69%), patrones R1 y R4 mostraron 11y 7 bandas visibles y representaron cada una de

las cepas (1,49%) (Datos no mostrados).
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3.6.2. ERIC-PCR

El analisis de los patrones de bandas obtenidos aplicando cebadores ERIC (Tabla 2)
mostro 5 perfiles diferentes. Los perfiles estaban constituidos por bandas que van en tamano
desde 250 pb a 3500 pb (Figura 9). Estos distintos patrones fueron, designados como subtipos
E1 a E5. El grupo mas grande (subtipo E5) se caracteriza por un patron de 7 bandas que
contenia 46 (89%) de los 55 aislamientos, un pequefio grupo (subtipo E4) con perfil de 7
bandas visibles, agrupando 3 cepas (5,76%) y 3 grupos de distintos subtipos (E1, E2 y E3) con
una sola cepa de cada uno (1,98%) que muestra 12, 11 y 8 visible bandas, respectivamente.

En cuanto a la distribucion geografica de los aislados segun su perfil genético, no se
pudo encontrar una agrupacion significativa. Se debe tener en cuenta en este sentido que la
mayoria de los mismos proviene de los Hospitales de Cérdoba y de Nifios de La Plata. Por otro
lado, en el Hospital de Nifios de La Plata fueron recuperados 20 aislados entre 2004-2005,
época durante la que se desarrollé el brote ya mencionado. Es interesa resaltar que a
excepcion de 2 aislados (genotipo E3) recuperados en este periodo, los restantes mostraron el

mismo perfil de ERIC-PCR (E5).

HNLP 7859
HNLP 75
HNLP 8451
HNLPS2
HST12
HNLP 67
HST46
HSTRI1
HNLP 6507
HST14
HC15

in

Figura 9. Perfiles de fingerprinting obtenidos usando los cebadores ERIC en los aislados
clinicos de B. contaminans. Las cepas que se indican son representativas. El dendrograma
fue construido mediante el método de UPGMA. La linea de punto indica un valor de cut-off
del 85%.

3.6.3. BOX-PCR

Un mayor grado de discriminacion entre los aislados pertenecientes a este grupo
relativamente homogéneo de cepas que infectan pacientes fibroquisticos se obtuvo a partir de
la aplicacién de la técnica BOX-PCR. Como se indica en la Figura 10, se observan 10 perfiles
distintos designados como BOX-subtipos B1 a B10. Las bandas en este caso mostraron,

tamanfios que van desde 280 pb a 2200 pb y entre 6 y 12 bandas segun el perfil. La distribucién

126



Capitulo 111

de los perfiles de amplificacion de los aislados fue el siguiente: el subtipo B8, 50%; el subtipo
B1, 22,9%; los subtipos B6 y B7, 6,75%; el subtipo B9, 5,4%, y la B2, B3, B7, subtipos B5 y B10,

1,35%, estos comprenden sdlo el 1 aislar cada uno.

BOX

20

B5 HNLP8451
| Bs ENLPO2
B8 HST 14
! B2 HNLP6507
B3 HST46
B4 HSTRI1
‘!v B7 HNLP75
B10 HNLP67
B9 HST12
" Bl HENLP7859

Figura 10. Perfiles de fingerprinting obtenidos usando los cebadores BOX-AR1 en los
aislados clinicos de B. contaminans. Las cepas que se indican son representativas. El
dendrograma fue construido mediante el método de UPGMA. La linea de punto indica
un valor de cut-off del 85%.

Dado que BOX mostrd ser una herramienta con la que se obtiene un alto grado de
discriminacién intraespecie para B. contaminans se decidié emplear dicha tecnologia para
analizar la la incidencia de cada subtipo BOX. En los primeros aislados de B. contaminans
recuperados de cada paciente durante el periodo de 2004-2010. Tres subtipos, B1, B7, B8
fueron los patrones mas abundantes encontrados. En conjunto estos representaron al 75% de
los aislamientos. El subtipo B6 se observd en 3 pacientes, mientras que los restantes 6 subtipos
eran patrones Unicos observados en sélo un paciente cada uno (Figura 11A). Con respecto a la
distribucion geografica, mientras que los aislados con subtipos B7 y B8 se encontraron en
ambos centros de referencia a una incidencia notablemente alta, todos los otros subtipos de
BOX-estuvieron presentes en sélo una de las dos ubicaciones geograficas (Figura 11B). En
cuanto a la prevalencia de cada subtipo BOX en el tiempo, se pudo comprobar que durante el
periodo del brote (2004-2005), los pacientes fibroquisticos fueron en la mayoria de los casos,
infectados con los subtipos B8 (55%), B7 (15%), y B6 (11%), pero también en una proporcion
mucho menor con cepas pertenecientes a otros genotipos (es decir, B2, B3, B4, B9 y B10;
(Figura 11C). Si bien, luego del brote siempre se recuperd subtipo B8 en nuevas infecciones
ademas otros subtipos como B1 y B5 también fueron recuperados.

Por lo tanto, se puede inferir que a pesar de estar subyacentes otros genotipos, el subtipo

B8, y en menor medida el B7 fueron los clones principalmente extendiendo entre los pacientes

127



Capitulo 111

de manera mas eficaz en el periodo del brote (Figura 11B y 11C). Sin embargo, el subtipo B1

presenta la mayor incidencia actual (Figura 11C).
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Figura 11. Distribucion de subtipos de BOX (B1-B10) de B. contaminans recuperados
durante un periodo de 7 afios. Se consideré sélo el primer aislado de la especie a partir
de cada paciente: A) incidencia, B) distribucién geografica, C) distribucion temporal.

3.7. Determinacion de la presencia de Marcadores de transmisibilidad

Los resultados obtenidos de genotipificacidon indicaban que al menos parte de los

aislamientos que circularon durante el brote del 2004-2005 compartian el mismo subtipo

genético (B8 (55%), B7 (15%), y B6 (11%) y que los aislamientos que actualmente infectan
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nuevos pacientes comparten también principalmente dos subtipos (B1y B5). Esto nos llevo a
pensar que quizas una de las razones que hacia a estos subtipos mas transmisibles podia ser la
presencia en estos organismos de el cable pili (gen cblA) , presente en las llamadas cepas
epidémicas o por la presencia del gen de transmisibilidad (BCESM), un gen asociado a una isla
de patogenicidad (11)(28).

Se analizaron 60 cepas de B. contaminans aisladas de pacientes FQ (un aislado por
paciente), no-FQ se evalud la presencia de ambos marcadores segun se indico en la seccidn de
métodos. En la Figura 12 se observa una imagen representativa de la reaccién de PCR para
dichos marcadores. El 69 % de los 60 aislados de B. contaminans presentaron bandas de 1.4 kb
al ser analizados para el marcador BCESM, mientras que al analizar para el marcador cblA
ninguna de las reacciones de PCR dio positivo. La secuenciaciéon del marcador BCESM confirméd

que la banda detectada era especifica para dicho marcador.

-
-
——— e e
-

1 2 3 4

Figura 12. Estudio de marcadores de transmisibilidad. Linea 1: Amplicon de 680 pb del gen
cblA (B. cenocepacia, control positivo) 3 y 4: Amplicones de 1,4 kpb, del marcador
BCESM, Control positivo y aislados de B. contaminans, respectivamente. 2: marcador de
peso molecular 100 a 3000 pb (Axygen, Bioscience, EE.UU.)

A fin de analizar la relacién entre aislados provenientes de infecciones ocurridas
en un mismo periodo, esporadicas y ambientales de cepas de B. contaminans identificadas por
BOX-PCR vy la presencia del marcador de transmisibilidad; se examind la distribucion en
aquellos aislados positivos para BCESM (Tabla 4). En 36 cepas recuperadas de distintos
pacientes, tipificados por BOX-PCR, 18 de ellas fueron positivas para la presencia del marcador

BCESM. En particular aproximadamente el 50 % de los aislamientos correspondiente a los
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subtipos B1, B6-, B7- y B8. En cuanto a las muestras ambientales una de las dos muestras
analizadas mostraron el subtipo B8 y el marcador BCESM. El 68% de los aislados con genotipo

B8 era portador del marcador de transmisibilidad.

Tabla 4. Distribucion del marcador BCESM segln Subtipos BOX-PCR.

N2 aislados Marcador Subtipos Box-PCR

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 BIO

FQ (36) - 2 0 1 1 1 2 3 5 1 1
+ 2 1 0 0 0 1 2 12 0 0
No-FQ (15) - 1 1 0 0 0 0 1 2 0 0
+ 2 1 0 0 0 0 0 2 0 0
Ambiental (1) + - - - - - - - 1 - -

3.8. Diversidad fenotipica en aislados clinicos de B. contaminans (recA ST-71) mediante

espectroscopia FT-IR

Usando enfoques genéticos complementarios, se explord y analizé la diversidad dentro
del grupo de aislados de B. contaminans que compartian el alelo recA ST-71 (grupo A en la
Figura 8). Con el objetivo de conseguir una mayor comprension de la diversidad bioquimica de
estos aislados, hemos analizado su diversidad fenotipica por espectroscopia FT-IR. La Figura 13
muestra espectros FT-IR y sus correspondientes derivadas primera (panel A y panel B,
respectivamente) para 4 diferentes aislamientos clinicos (HNLP 6406, HNLP 6507, HNLP 9015,
HST 91), tomados como representantes de la poblacién analizada. Las derivadas primeras
pertenecientes a un mismo aislado mostraron una alta reproducibilidad (variacion muy
pequefia entre los distintos aislados), mientras que se observaron diferencias significativas en
las caracteristicas generales de las derivadas primeras en todo el rango espectral, al comparar
diferentes aislados. Asi, con el fin de comparar espectros FT-IR entre todos los aislamientos
que llevan el recA-ST 71, se utilizé la informacidn codificada en derivada primera de los
espectros en los rangos espectrales W1, W2, W3, W4 y W5. Las distancias espectrales (D-
valores, OPUS Software, versién 4.2, Bruker Optics GmbH, Ettlingen, Alemania) fueron
calculadas y un dendrograma basado en los distancias promedio fue construido (Figura 14) (ver

Materiales y Métodos).

Los aislamientos con distancias espectrales menores que el valor de corte de D = 6,8
(indicado por la linea punteada en la Figura 14) fueron asignados al mismo fenotipo o tipo
espectral. De esta manera la poblacidén estudiada estd representada por 19 fenotipos o tipos

espectrales (Figura 14) (F1 a F19). Teniendo en cuenta las distancias espectrales se pueden
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diferenciar claramente en el dendrograma generado 4 grupos: un gran grupo a, que incluyé a
mas del 80% de los aislados clinicos que comprenden los tipos espectrales de F1 a F9, y tres
grupos menores B, yy V que incluye los tipos espectrales F10 a F19. Curiosamente, el grupo a

incluyd todos los aislamientos recuperados inicialmente en el momento del brote hospitalario.
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Figura 13. Espectros FT-IR de 4 diferentes aislamientos clinicos tomados como representantes de B.
contaminans de la poblacién con alelo recA ST 71 (5 espectros replicados medidos de forma
independiente para cada aislamiento). B) Derivada primera de espectros normalizados vectorialmente
en todo el rango espectral. La normalizacién se llevé a cabo en el intervalo 3000-750 cm™. (Véase la
descripcion de la asignaciéon de banda de las regiones W1 a W5 en la introduccién). Se indican bandas
diferenciales en las regiones 3000-2800 cm™, y 1800-750 cm™
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Figura 14. Dendrograma obtenido por analisis de agrupamiento jerdrquico de espectros FT-IR de
aislamientos clinicos de B. contaminans con recA ST 71 (Tabla 1). Se incluyd un aislado de B. seminalis
utilizado como referencia de otra especie. El dendrograma se construyé utilizando la derivada primera
de espectros normalizados vectorialmente en los rangos espectrales W3 (1500-1250 cm™), W4 (1200-
900 cm™), y W5 (950-700 cm™), igualmente ponderados. Las distancias espectrales se calcularon
utilizando los valores D-, y el dendrograma se obtuvo mediante el algoritmo Average-Linkage La linea
punteada representa el valor de corte que discrimina a los diferentes tipos espectrales o fenotipos que
en este dendrograma se corresponde con un valor D de 6,8 (ver Materiales y Métodos). Los aislados
clinicos agrupados con un valor de distancia espectral menor que el nimero de corte fueron asignados a
un mismo tipo espectral.
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Los aislamientos recuperados de pacientes infectados después del periodo de brote y
los aislamientos obtenidos de pacientes con infeccidn crénica por B. contaminans fueron
agrupados en los grupos el B, y y V. Es interesante notar que, que los aislamientos incluidos en
los grupos B, v, y V mostraron alta diversidad fenotipica entre ellos, como se indica por el

hecho de que 14 aislados se agruparon en 10 fenotipos espectrales diferentes (F10 a F19).

3.9. Infecciones crdénicas

Tal como se analizé en el capitulo Il (Figura 8 , capitulo 1) en el periodo 2004-2010 de
vigilancia y tratamiento, 66 pacientes FQ que concurren a hospitales de la region fueron
diagnosticados con la presencia de bacterias de complejo Burkholderia cepacia en muestras de
esputo y en 21 de ellos se establecié una infeccidon crénica. En 8 de estos 21 pacientes
colonizados crénicamente se pudo recuperar mas de una especie del complejo Burkholderia
cepacia alo largo del curso de la infeccidn (Tabla 1, lineas 1 a 3), ya sea como consecuencia de
una co-infeccidn o debido a una posterior colonizacién por una especie diferente (“reemplazo
de especies”). En contraste, en los restantes 13 pacientes crénicos sélo se pudo recuperar B.

contaminans a lo largo de toda la infeccion (Tabla 1, lineas 4y 5).

Tabla 5. Reemplazo de especies en infecciones crdnicas por cBc.

Especies del complejo B. cepacia  Especies recuperadas en Numero de
recuperadas de la muestra inicial®  muestras sucesivas pacientes

B. contaminans B. cenocepacia 4

B. cepacia B. vietnamiensis 2

B. cenocepacia B. contaminans, B. cenocepacia 2°

B. multivorans B. multivorans 2

B. contaminans B. contaminans 5°

B. contaminans B. contaminans 8¢

? Identificacion de los 1" aislamientos clinicos disponibles recuperados de pacientes crénicos.

b Especies diferentes de la inicial fueron detectadas y entonces, en cultivos posteriores, las especies
iniciales se encontré de nuevo, indicando probable co-infeccidn.

“Se detecté un mismo subtipo de BOX en los cultivos posteriores.

9 Diferentes patrones de BOX fueron detectados en cultivos posteriores.

3.10. Evolucidn genética y fenotipica en aislados sucesivos de B. contaminans en la infeccion

cronica

La Figura 15, ilustra los genotipos (panel izquierdo)(Tabla 5) y fenotipos espectrales

obtenidos mediante espectroscopia FT-IR (panel derecho), que caracterizan a cada aislado de
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B. contaminans recuperados del grupo de pacientes con infeccién créonica que no sufrieron
“cambio de especies”. Entre estos 13 pacientes, se encontraron tres escenarios diferentes
cuando se considera los genotipos (BOX-subtipos) y fenotipos (tipos de espectros FT-IR) de las
bacterias presentes en cultivos de esputo recuperados a lo largo de la infeccién de cada
paciente: (i) los aislados analizados conservan tanto su genotipo como su fenotipo (pacientes
H, I y M de la Figura 15), (ii) los aislados secuencialmente recuperados conservan su genotipo
pero cambiaron su fenotipo evaluado mediante espectroscopia FT-IR (pacientes B y J en la Fig.
15), y (iii), para el caso de los restantes 8 pacientes el genotipo y el fenotipo de los aislados
recuperados cambian a lo largo de la infeccidn crénica. Los escenarios (ii) y (iii) pueden haber
ocurrido ya sea como consecuencia de una “sustitucién de cepa/s” o lo que se cree mas
probable, debido a co-infecciones donde diferentes aislados son recuperados (al azar) en las
tomas de muestras diferentes (en algunas oportunidades se aislan unos y en otras
oportunidades se aislan otros, pero ambos tipos genéticos se encuentran coexistiendo).
Andlisis de la diversidad genotipica por BOX-PCR a lo largo del curso de las infecciones crdnicas
de los pacientes incluidos en los casos (ii) y (iii), mostraron que los aislados recuperados
durante el primer afio/s de la infeccion, pertenecian a subtipos de BOX diferentes (Fig. 15
panel izquierdo), siendo el subtipo B8 el predominante (muy probablemente porque fueron
recuperadas durante el brote 2004-2005 donde predominaba en un 50 % B8). En contraste, los
aislamientos recuperados subsiguientemente de infecciones prolongadas se ubicaron dentro
de los subtipos B1 o B8. Estos dos subtipos de BOX-PCR parecen ser predominantes en los
pacientes FQ infectados crénicamente en la Argentina. Curiosamente, a partir del examen de
los fenotipos espectrales FT-IR de los aislados obtenidos de pacientes incluidos en los
escenarios (ii) y (iii) (Fig. 15 a la derecha del panel), parece evidente que aislados recuperados
durante los primeros afios de la infeccién se caracterizan por tener diferentes fenotipos, pero
bastante relacionados entre si (los aislamientos fueron agrupados en un cluster denominado a
donde aparecen estrechamente relacionados con los tipos espectrales F1 a F6, Figura. 14). Por
el contrario, los tipos espectrales de FT-IR de los aislados obtenidos de pacientes después de
un relativamente largo periodo de colonizacién crénica (mas de un afio) por B. contaminans
resultaron significativamente distintos, y diferentes de los obtenidos durante el primer afio de

la infeccion (Figura 15, panel derecho).
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Figura 15. Diversidad genética por BOX-PCR (cuadro de la izquierda) y fenotipica por
espectroscopia FT-IR (cuadro de la derecha) en aislados sucesivos de B. contaminans recuperado
de 13 pacientes FQ. B1, B6-B10 corresponde a los genotipos identificados. F1 — F17 pertenecen a
los tipos espectrales de FT-IR.

DISCUSION

Los estudios de diversidad microbiana sugieren el empleo de un conjunto de
tecnologias que resultan de gran importancia para diferentes propdsitos. A nivel internacional
el National Institutes of Health continua confrontando la diversidad asociada a patégenos
microbianos en enfermedades emergentes. El conocimiento de la estructura de una
comunidad microbiana, que incluye la diversidad y la abundancia total y relativa de sus
integrantes asi como su relacién con los factores ambientales, es de gran importancia para
comprender el papel de las bacterias en sus nichos naturales y detectar y predecir posibles
patrones de comportamiento, ya que esta informacidn permitiria un manejo mas efectivo de
los ecosistemas. Los estudios moleculares que comparan secuencias génicas de
microorganismos han demostrado una gran diversidad bacteriana, al menos 100 veces mayor
que las estimaciones basadas en técnicas dependientes del cultivo. Dentro de las técnicas
moleculares utilizadas, las de fingerprinting como T-RFLP (Terminal-Restriction Fragment
Length Polymorphism) (29)(5) y DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) permiten
analizar la dindmica de la estructura de las comunidades en muestras ambientales(21)(38).

En los Ultimos afos se han incorporado técnicas a gran escala como las
metagendmicas, basadas en el andlisis de fragmentos gendmicos de microorganismos, y
dentro de ellas, el uso de metodologias alternativas de secuenciacion, para el estudio mas

detallado de la diversidad de comunidades microbianas naturales. Mediante estas técnicas se
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obtienen secuencias génicas que proveen una base para la estimacion de la diversidad
filogenética y generan "inventarios taxondmicos" de las poblaciones microbianas de distinto
interés. El aislamiento y la identificacién de microorganismos presentes en un ambiente es el
primer paso de una investigacién para determinar las propiedades y caracteristicas
particulares de los diferentes géneros presentes. La diversidad de las especies que existen en
un determinado hdbitat es una consecuencia de la relacion entre los organismos y el ambiente,
y desde un punto de vista ecoldgico, nos interesa conocer porqué existe esta diversidad, cdmo
estd organizada en la comunidad microbiana y qué valor tiene para la estructura y funcién de
toda la comunidad. Actualmente existe un gran interés por el estudio de la biodiversidad en
ambientes tan extremo como el pulmon del paciente FQ con el fin de determinar cudles son
las caracteristicas peculiares que permiten a estos microorganismos persitir por afios.

En nuestro caso en particular y tal como fue mencionado anteriormente, la especie B.
contaminans ha sido recientemente descripta por lo que dada la alta representacion local de
dicha especie es necesario avanzar en el conocimiento de sus caracteristicas genotipicas y
fenotipicas. En este capitulo tiene entonces por objetivo presentar resultados acerca de la
diversidad de la poblacion local de esta especie.

Se obtuvo un darbol filogenético por comparacién de la secuencias del gen recA, que
permitié discriminar a la poblacién en estudio en 10 diferentes grupos considerando una
secuencia de 900 pb. A través del analisis de las secuencias de 339 pb disponibles en el MLST.
se pudieron discriminar 6 diferentes tipos separados en un grupo A sumamente amplio y
homogéneo conformado por sélo un recA-ST, y un grupo B, mas heterogéneo conformado por
6 subtipos (recA-ST): ST 64, ST 71, ST 89, ST 152, ST 166 y ST 243. Curiosamente, ninguna de las
secuencias del gen recA correspondientes a aislamientos agrupados en el cluster mayor,
sefializado como grupo A (Figura 8) fue representada por las secuencias de cepas de
referencia disponibles en el GenBank. Sélo una secuencia de referencia que muestra el alelo
recA-ST 71 que pertenece a una cepa aislada de un paciente FQ en Brasil (B. contaminans R
18428), agrupd a una distancia corta del grupo A (Figura 8). Este hecho sumado a los casos
reportados en Brasil de pacientes FQ colonizados con organismos caracterizados por un patrén
RFLP recA tipo K (16)(1), podrian estar indicando la existencia de una distribucion regional de
B. contaminans.

A fin de avanzar en el estudio de diversidad de esa poblacién altamente relacionada
recA-ST71, se realizaron investigaciones aplicando rep-PCR. Previamente, se habian reportado
estudios en este sentido para otras especies del complejo B. cepacia. En este sentido, la
aplicacion de cebadores ERIC- y BOX-PCR (8)(12)(14) demostraron ser validas como técnicas

alternativas al PFGE. Nosotros en estos trabajos demostramos, por primera vez, que BOX-PCR
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constituye un método de caracterizacidon fiable para examinar la relacién genética entre
aislados de B. contaminans. Es interesante notar que esta metodologia permitié discriminar
subtipos genéticos dentro de un grupo muy relacionado de aislamientos como los que forman
parte del grupo A en la Figura 8. Del mismo modo, hemos demostrado que el empleo de
métodos fisicoquimicos como la espectroscopia FT-IR, que proporciona una vista “OMICA” del
estado bioquimico total de la poblacidon bacteriana (39), también resulta adecuada para
discriminar la poblacién a nivel de subespecie. La aplicacion de estos enfoques de tipificacion
genética y fenotipica para el grupo homogéneo de los aislados B. contaminans (alelo recA ST
71) origind una variacion intraespecies de 10 genotipos (Subtipos BOX-PCR) y 19 fenotipos
(tipos FT-IR espectrales).

La alta incidencia de aislamientos del subtipo designado como B8 recuperados en el
periodo del brote infeccioso ocurrido entre 2004 y 2005 (Figura 11), nos permite inferir que
parte de estas infecciones pudieron haberse transmitido eficientemente a través de una
propagacion clonal entre los pacientes (Figura 11B y C). Sin embargo, es importante destacar
qgue en ese periodo otros subtipos BOX (B3, B4, B5, B6, B7, B9 y B10), también estuvieron
presentes (Figura 11C). Es decir, que aunque un gran numero de infecciones podria haberse
debido a una transmision interpaciente del BOX-subtipo B8, otras fuentes de infeccién, como
el medio ambiente o productos peridomésticos podrian haber sido el origen de las infecciones
en pacientes FQ en dicho periodo. Un fendmeno similar ha sido reportado anteriormente en
diferentes brotes de otras especies de Bukholderia (4).

Es interesante notar que en los tres ultimos afios de nuestra vigilancia los genotipos
Unicos B3, B4, B5, B6, B7, B9 y B10, fueron muy ocasionalmente recuperados de nuevas
infecciones. Sdlo los genotipos B1-, B5- y B8 (Box-subtipos) han sido los recuperados de nuevas
infecciones. Este hecho estaria a favor de la hipdtesis que los genotipos Unicos no pudieron
persistir en sus nichos (medio ambiente, productos industriales, etc) y que no son tipicamente
trasmisibles de paciente a paciente. En contraste, los subtipos de BOX- B1 y B8 persistieron a lo
largo de los 7 afos de nuestra vigilancia en pacientes colonizados por primera vez (Figura 11C).
Estos resultados muestran que la diversidad genética evaluada por subtipos de BOX- entre las
cepas que infectan a pacientes con FQ durante el tiempo de nuestro estudio parecen
disminuir, siendo los subtipos B1 y B8 los que persisten en la mayoria de los pacientes en
estudio. Sin embargo, es interesante sefalar que las caracteristicas fenotipicas de los
genotipos B1 y B8 fueron diversos con el tiempo: mientras que en el periodo de 2004-2007 los
aislados pertenecientes a los genotipos Bl y B8 recuperados de las primeras infecciones
comprendian una poblacién fenotipica estrechamente relacionada (tipos espectrales

agrupados en cluster a, Figura 14). En el periodo de 2008-2010 la poblacion con subtipos de
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BOX- B1 y B8 recuperados de pacientes fueron fenotipicamente muy diversas (se agrupan en
grupos: B, y o V), mostrando un alto grado de disimilitud (heterogeneidad) entre ellos y entre
los aislados agrupados dentro del grupo a (Figura 14). Por lo tanto, estos resultados muestran
que si bien la diversidad por subtipos de BOX entre las cepas que infectan a los pacientes
durante el tiempo disminuye, su diversidad fenotipico aumenta significantemente. Estos
hechos nos llevan a inferir que las bacterias pertenecientes a los subtipos B1 y B8 podrian
haber sufrido cambios fenotipicos en el tiempo que les permitid sobrevivir en su nicho y
colonizar nuevos pacientes FQ.

La presencia de cepas comunes a multiples pacientes sugiere fuertemente una
transmisién de persona a persona, sin embargo, también es posible la adquisicién de bacterias
de una fuente comun (34). Trabajos realizados sobre las caracteristicas genéticas de ciertas
poblaciones B. cenocepacia demostraron que la transmisibilidad estaba asociada a la presencia
del marcador BCESM (32)(28), Sin embargo posteriormente otros autores reportaron que
tanto el marcador BCESM como el cable pili no son marcadores seguros para asociarlos a la
transmisibilidad dentro de infecciones producidas por B. cenocepacia (34). Nosotros
presentamos evidencia que un alto porcentaje de las cepas de B. contaminans causantes de
infecciones multiples o aisladas (Unica) en pacientes FQ presentan el marcador BCESM. Sin
embargo este marcador también fue detectado en aislados ambientales y de pacientes No-FQ
gue compartian el mismo genotipo (subtipo de Box-B1, -B2 y -B8). Estos resultados estarian de
acuerdo con la idea de que el marcador BCESM por si solo no cubre la totalidad de las cepas
transmisibles, pero permite una rdpida y sencilla identificacion de cepas transmisibles
circulantes. Por otro lado el marcador cblA no fue detectado en ningln aislado recuperado

durante los afios de nuestra vigilancia.

3.11. Epidemiologia de la infeccién crénica

Los pacientes con FQ son propensos a las infecciones crénicas de las vias respiratorias.
Ha sido ampliamente reportadas por la bibliografia, que durante el curso de infecciones a largo
plazo tanto la persistencia de una misma cepa o la colonizacidn con una cepa diferente (de la
misma o de diferente especie) puede ocurrir (3)(10)(27). Nosotros observamos este escenario
en los pacientes FQ estudiados durante 7 anos de vigilancia. Al igual que lo reportado
previamente por otros autores (3)(63), no se observd reemplazo de cepa cuando B.
cenocepacia o B. multivorans fue la especie inicial colonizadora. Sin embargo, en 2 pacientes se
aislé B. contaminans aparentemente de manera transiente, cuando inicialmente fue detectada

B. cenocepacia.
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En cuanto a la persistencia de B. contaminans en infecciones crénicas, a partir de analisis de
fingerprinting de ADN por BOX-PCR de los aislados obtenidos de 13 pacientes (panel de la
izquierda, la fig. 15) se demostré que durante el primer afio de colonizacién de los pacientes
estos fueron infectados por bacterias que presentaron diferentes subtipos genéticos, con el
subtipo B8, como relativamente predominante (pacientes C, D, F, K,), probablemente debido a
una propagacion clonal durante el brote registrado en el periodo 2004-2005 en pacientes
locales. Sin embargo, en las infecciones de largo plazo, sélo se recuperaron los genotipos Bl y
B8 (panel izquierdo Fig. 15). Por lo tanto, estos subtipos fueron los genotipos que
caracterizaron a la poblacién infectada a largo plazo coexistente probablemente al mismo
tiempo (63). Nuestros resultados mostraron, al igual que como ocurrié con los aislados
implicados en las nuevas infecciones, que las cepas que se establecen como responsables de
infecciones crdnicas también mostraron una disminucidon de diversidad en cuanto a subtipos
de BOX a lo largo del tiempo de la infeccidon, con B1 y B8 siendo los genotipos prevalentes. Este
tipo de eventos son los que se han descripto para infecciones por P. aeruginosa en donde
después de un periodo de colonizacién recurrente, los pacientes con FQ se encuentran
colonizados permanentemente con un Unico linaje (24)(47). Una vez que este linaje de P.
aeruginosa se adaptd al entorno hostil del pulmdn del paciente con FQ (“cepa dominante
adaptada”), puede persistir durante varias décadas en las vias respiratorias de estos pacientes,
superar los mecanismos de defensa del hospedador, asi como también intensivas terapias
antibidticas a que son sometidos los mismos (19)(24)(53)(64) .

En contraste con los resultados de diversidad encontrada mediante el empleo de BOX-PCR, la
espectroscopia FT-IR mostré un mayor nimero de fenotipos espectrales que el método de
BOX-PCR, entre los aislamientos recuperados de infecciones crénicas. Mientras que el fenotipo
de la mayoria de los aislados obtenidos durante el periodo inicial de las infecciones se agrupé
en un cluster con tipos espectrales estrechamente relacionados (agrupados todos dentro de lo
gue denominamos grupo a) (Figura 14,), los fenotipos de los aislados clinicos recuperados
después de una colonizacién prolongada de las vias respiratorias de pacientes FQ (mas de un
afio de infeccidn) se agrupan en los cluster By V, agrupaciones caracterizadas por 8 fenotipos
FT-IR (F10 a F17, en la figura 14,). Por lo tanto, mientras que la diversidad genotipica de los
aislados recuperados de una infeccion crénica disminuyd a lo largo del tiempo, los perfiles
fenotipicos fueron mucho mas diversos.

El uso cooperativo de las técnicas de BOX-PCR y FT-IR en el andlisis de la diversidad de los
aislados recuperados de pacientes B, C y J (Fig. 15) nos permitié obtener conocimientos sobre
otro evento interesante. La serie de aislados recuperados de estos pacientes no podian

distinguirse por su perfil de BOX, pero las caracteristicas fenotipicas reflejadas en los
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espectros IR eran significativamente diferentes, agrupando en distintos fenotipos. Estas
observaciones sugieren fuertemente que, o bien se produjo una infeccidn secuencial (o dual)
con cepas diferentes pero genéticamente estrechamente relacionados, o bien que el mismo
clon infectante ha acumulado mutaciones (variacion clonal) que pudieron ser sodlo
“visualizadas” a través del analisis de su espectros FT-IR (este tema sera abordado nuevamente
en el capitulo IV y V). La diversificacion fenotipica dentro de los aislados de B. contaminans
observada en los pacientes que sobrellevan infecciones créonicas también fue reportada en los
pacientes crédnicamente colonizados por P. geruginosa. Se informd en P. aeruginosa, que los
linajes que permanentemente infectan los pulmones de pacientes con FQ se ven expuestos a
un medio ambiente hostil tal como el pulmdn de estos pacientes tratados con antibidticos de
manera casi permanente lo cual lleva a estas poblaciones a buscar adaptarse a tales cambios
como una forma de persistir por largo plazo en este nicho. En este aspecto, muy poca
informacidn se ha publicado en relacién a la diversificacion bacteriana durante la colonizacién
pulmonar crénica por especies del complejo Burkholderia cepacia. Silva y colaboradores han
informado recientemente, la aparicién de diferentes morfotipos estudiando dos cepas clonales
de Burkholderia multivorans recuperadas de una infeccidén crénica de un paciente con fibrosis
quistica (52) . Por otro lado, un reporte mas reciente comenta la aparicion de una expansion
clonal de B. cenocepacia durante la colonizacién a largo plazo de un paciente con FQ.
Interesantemente, los autores destacan que las bacterias mas resistentes de esa serie clonal se
aislaron después de la exacerbacidén pulmonar y un tratamiento agresivo con antibiéticos (13),
lo que sugiere que el estrés antibidtico impulsa la aparicion de poblaciones resistentes de
aislamientos de B. cenocepacia.

Curiosamente, los resultados mostrados en el panel derecho de la Figura 7 indicaron que los
aislados recuperados después de la infeccién a largo plazo (mas de 3 afos de infeccién) de
cada paciente infectado crénico mostraron un fenotipo Unico y caracteristico. Esto se puede
atribuir al hecho de que determinadas variantes fenotipicas se establecen en las vias
respiratorias de cada paciente como resultado de las presiones de seleccidn que son distintivas
e individuales de cada paciente. En general, teniendo en cuenta que durante el curso de
nuestro estudio, tanto los subtipos de BOX B1 y B8 persistieron, dando lugar a las nuevas
infecciones y colonizaciéon crénica de pacientes FQ, podriamos inferir que las bacterias que se
caracterizan por estos genotipos que son capaces de sobrevivir en un nicho ecoldgico
determinado o en productos industriales, serian un tipo de poblacién que mejor podria
adaptarse a los pulmones FQ. Estos resultados si bien muestran una evidencia sélida para un
proceso de diversificacidn, se investigard con mayor profundidad si la diversidad fenotipica

observada podria estar asociada a la adaptacidon de las bacterias al tracto respiratorio de
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pacientes con FQ. En ese sentido, se mostraran en el capitulo siguiente la informacion sobre

factores de virulencia y persistencia que estén actuando en estas poblaciones.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente capitulo, permiten abordar las siguientes

conclusiones:

1.

10.

11.

La diversidad observada a nivel de secuencia del gen recA en los aislados clinicos de
Burkholderia contaminans es relativamente pobre.

El alelo recA ST-71 fue el mds abundante de los 6 alelos observados en aislados
recuperados exclusivamente de pacientes FQ.

La técnica de BOX-PCR resulto ser adecuada para explorar la diversidad de genotipos
en aislados clinicos de B. contaminans.

De los 10 genotipos identificados por BOX-PCR, el genotipo B1 y B8 fueron los mds
abundantes.

Los nuevos pacientes analizados en los Ultimos afios son colonizados por los genotipos
B1, B5 y B8, indicando que son estos los genotipos que caracterizan a las cepas
circulantes actualmente.

El marcador de transmisibilidad gen c/bA no esta presente en el genoma de aislados
aqui estudiados de B. contaminans.

El marcador BCESM no es exclusivo de las cepas trasmisibles.

La espectroscopia IR resulto ser adecuada para discriminar a nivel de cepa aislados de
B. contaminans, permitiendo establecer un aumento en la diversidad fenotipica de los
aislados B1 y B8 en el transcurso del tiempo.

No todos los genotipos de B. contaminans pueden producir infecciones crénicas en
pacientes FQ.

En la serie de aislados clonales recuperados de un mismo paciente (pacientes B, Cy J)
se observo diversificacion fenotipica.

Un mismo genotipo puede expresar fenotipos diferentes segln el entorno (huésped).

(por ejemplo genotipo B1 en los pacientes E, F, K, y M).
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Anexo

Tabla 1. Coleccion de aislados de B. contaminans analizadas en este capitulo.

N° Mejor Patrones
Aislado Cepa Pte. Fecha Origen FIQ’IEZCI:AP gﬁzﬁ; comparacion EoER T
S GenBank
PCR PCR IR
1 CBC1 P1 sep-08 CF K 64 GU938636 - - -
2 CBC2 P2 Non-CF K 64 GU938636 - - -
3 CBC3 P3 Non-CF K 64 GU938636 - - -
4 CBC4 P4 Apr-2009 CF K 64 GU938636 - - -
5 CBC5 P5 nov-04 CF K 71 GU938664 B8 - F4
6 CBC6 P5 nov-04 CF K 71 GU938664 B8 - -
7 CBC7 P5 jun-05 CF K 71 GU938664 B8 E5 F15
8 CBC8 P6 Apr-2004 CF K 71 GU938664 B9 E5 F1
9 CBC9 P6 oct-08 CF K 71 GU938664 B1 E5 F8
10 CBC10 P6 may-09 CF K 71 GU938664 B9 E4 F8
11 CcBC11 P7 may-04 CF K 71 GU938664 B8 E5 F2
12 CBC12 P8 jul-10 CF K 71 GU938664 Bl - -
13 CBC13 P9 oct-09 CF K 71 GU938664 B9 E3 F19
14 CcBC14 P9 may-10 CF K 71 GU938664 Bl - F12
15 CBC15 P9 oct-10 CF K 71 GU938664 B1 - F12
16 CBC1l6 P10 oct-03 CF K 71 GU938664 B10 E5 F1
17 CBC17 P10 oct-03 CF K 71 GU938664 B10 E5 F2
18 CBC18 P10 Jan-2004 CF K 71 GU938664 B10 E5 F5
19 CBC19 P10 mar-04 CF K 71 GU938664 B10 E5 F1
20 CBC20 P10 jun-04 CF K 71 GU938664 B9 E4 F2
21 CcBC21 P10 jul-04 CF K 71 GU938664 B9 E4 F1
22 CBC22 P10 sep-04 CF K 71 GU938664 B9 E5 F2
23 CBC23 P10 sep-04 CF K 71 GU938664 B9 E5 F5
24 CBC24 P10 oct-04 CF K 71 GU938664 B9 E5 F1
25 CBC25 P10 nov-04 CF K 71 GU938664 B9 E5 F4
26 CBC26 P11 oct-04 CF K 71 GU938664 B9 E5 F4
27 CcBC27 P11 nov-04 CF K 71 GU938664 B9 E5 F4
28 CBC28 P11 Jan-2006 CF K 71 GU938664 B9 E5 F4
29 CBC29 P12 sep-08 CF K 71 GU938664 B1 - F13
30 CBC30 P12 may-10 CF K 71 GU938664 Bl - -
31 CBC31 P12 nov-10 CF K 71 GU938664 Bl - F13
32 CBC32 P13 may-04 CF K 71 GU938664 B9 E5 F2
33 CBC33 P14 Apr-2004 CF K 71 GU938664 B9 - F2
34 CBC34 P14 Apr-2004 CF K 71 GU938664 B9 E5 F2
35 CBC35 P14 oct-05 CF K 71 GU938664 Bl - F1
36 CBC36 P15 oct-04 CF K 71 GU938664 B9 E5 F6
37 CBC37 P16 nov-05 CF AT 71 GU938664 B3 E5 F7
38 CBC38 P17 sep-05 CF K 71 GU938624 B9 E5 F11
39 CBC39 P18 feb-04 CF K 71 GU938664 Bi11 E5 F1
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

CBC 40
CBC 41
CBC 42
CBC 43
CBC 44
CBC 45
CBC 46
CBC 47
CBC 48
CBC 49
CBC 50
CBC51
CBC 52
CBC53
CBC 54
CBC 55
CBC 56
CBC 57
CBC 58
CBC 59
CBC 60
CBC 61
CBC 62
CBC 63
CBC 64
CBC 65
CBC 66
CBC 67
CBC 68
CBC 69
CBC 70
CBC71
CBC 72
CBC 73
CBC 74
CBC 75
CBC 76
CBC 77
CBC 78
CBC 79
CBC 80
CBC 81
CBC 82
CBC 83
CBC 84
CBC 85

P18
P18
P19
P20
P21
P22
P22
P22
P23
P24
P25
P25
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P30
P30
P31
P32
P32
P32
P32
P32
P32
P32
P32
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P39
P39
P40
P41
P42
P43
P44
P45
P46

sep-08
may-10
oct-09
sep-10
Aug-2005
Apr-2004
may-04
may-06
Jan-2005
Apr-2006
Apr-2004
Dec-2006
Dec-2006
may-04
oct-03
jun-04
Aug-2004
may-04
oct-08
jun-10
oct-10
may-04
sep-08
oct-08
Apr-2009
jul-09
sep-10
sep-10
Dec-2010
Jan-2011
may-04
Apr-2009
Dec-2007

jun-04
jun-04
oct-05
Dec-2002
Apr-2004
Apr-2004
jun-04

CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
Non-CF
Non-CF
Non-CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
CF
Non-CF
Non-CF
Non-CF

N S N N N S N N N S NP N N S N N N N N N N S W N N N P N N N N N N N T N N N N S N N N S PN

71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71

GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
EF602577
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU951938
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
GU938664
EF602577
EF602577

B1
B1
B6
B1
B9
B9
B9
B9
B9
B9
B8
B9
B9
B7
B5
B9
B4
B7
B1
B1
B1
B9
B9
B9
B9
B9
B9
B9
B1
B1
B9
B9
B9
B1
B2
B9
B7
B7
B7

E5
E5
E5

E5
E5
E5
E5

E5
E5
E5
E5
E5
E5
E5
E5
E5
E5

E5

E5
E5
E5
E5
E5

E5
E5
E2
E5
El
E5

F9

F18
F11
F1
F1
F6
F3

F2

F3
F2
F4
F3
F5
F4
F10
F10

F2
F4
F4

F4
F16
F16
F17
F17
F2
F5
F14

F2
F1
F1
F6
F2

F1

F1
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86 CBC86 P47 Non-CF K 89 EF602577 - -
87 CBC 87 P48 Non-CF K 89 EF602577 - -
88 CBC88 P49 Non-CF AT 89 EF602577 - -
89 CBC89 P50 Non-CF K 89 EF602577 - -
90 CBC90 P51 Non-CF AT 89 EF602577 - -
91 CBC91 P52 Non-CF AT 89 EF602577 - -
92 CBC92 P53 Non-CF K 152 GU938664 - -
93 CBC93 P53 Apr-2009 CF J 166 GU951969 - -
94 CBC94 P54 jun-08 CF AT 243 GU144403 - -
95 CBC9 P55  Aug-2008 CF K - - - -
96 CBC96 P56 mar-08 CF K - - - -
97 CBC97 P57  Aug-2008 CF K - - - -
98 CBC98 P58 sep-09 CF K - - - -
99 CBC99 P59 may-10 CF K - - - -
100 CBC100 P60 may-09 CF K - - - -
101 CBC101 P61 sep-09 CF K - - - -
102 CBC102 P62  Aug-2008 CF K - - - -

Publicado en Martina et al. (2013) J. Clin. Microbiol. 51 (1):339-344.
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INTRODUCCION

La morbilidad y mortalidad en la fibrosis quistica se relaciona muy directamente a la
infeccidon respiratoria crdnica, donde pueden intervenir una variedad de especies bacterianas.
Estas infecciones contribuyen de manera significativa al continuo deterioro de la funcién
pulmonar (69). En particular, cuando P. aeruginosa y bacterias del complejo Burkholderia
cepacia se establecen a nivel pulmonar, son practicamente imposibles de erradicar; la bacteria
es capaz de soportar tanto los ataques del sistema inmune del paciente como la exposicidn
prolongada al tratamiento antibidtico (40)(51). Las infecciones pasan a ser crdnicas y se
asocian con disminucidon de la funciéon pulmonar y un aumento del riesgo de insuficiencia
respiratoria y muerte (35). Confirmada la formacién de biofilm en pacientes FQ, aunque
recientemente se propuso un mecanismo de crecimiento dentro del mucus, la investigacion se
centrd en la comprensién de los factores que permiten al patégeno oportunista P. aeruginosa
desempenar un papel dominante durante el curso de infecciones de larga duracién a nivel
pulmonar (80)(3).

El pulmdn del paciente FQ es un ambiente heterogéneo que se modifica durante el
curso de la infeccion debido a cambios en su flora microbiana, como consecuencia de las
actividades de la respuesta inmune innata y del dafio en los tejidos, a través de los cambios
producidos por tratamientos a largo plazo con antibiéticos, y la compleja interaccién de todos
estos factores (35). Una poblacion microbiana para subsistir a diferentes agentes
antimicrobianos tiene que evolucionar, adaptarse. Los estudios de evolucién bacteriana,
representan un nuevo campo de investigacion. Resultan interesantes los avances obtenidos en
Pseudomonas fluorescens, organismo sobre el cual se ha demostrado que las bacterias
muestran especializacidn en cuanto al nicho donde crecen y la respuesta adaptativa cuando se
introducen en entornos espacial y quimicamente heterogéneos (50)(63). Por extensién se
puede esperar que P. aeruginosa se adapte al entorno cambiante del pulmdn del paciente FQ
mediante la regulacién de su expresion génica.

Como se menciond anteriormente, durante la colonizacidén crénica de las vias aéreas
del paciente FQ, las bacterias evolucionan en respuesta a las presiones de seleccidn, en
particular las derivadas de los mecanismos de defensa propios del sistema inmune, la terapia
antimicrobiana, y la impuesta por un ambiente limitado en oxigeno (24)(35). Existe evidencia
creciente de los mecanismos moleculares que llevan a la adaptacion genética de P. aeruginosa
al pulmén de pacientes FQ (3)(55)(69). La diversidad de morfotipos coloniales aislados de
pacientes es de apoyo de la “radiacién adaptativa” y la especializacién en determinado nicho

(52), siendo el fenotipo mucoide el mas patognomonico para el pulmén fibroquistico. Por otro
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lado, caracteristicas comunes de adaptaciéon que surgen por mutacién durante la infeccion
cronica son resistencia a antibidticos (muestran diferentes patrones de sensibilidad a los
antimicrobianos), pérdida de los sistemas de secrecion de tipo lll, alteraciones en
lipopolisacéridos, tamafio de los biofilms formados (mutacién de LasR -regulador de la
deteccién de qudrum sensing), y otras diferencias fenotipicas, criticas en el contexto de la
patogénesis bacteriana, entre otros (3)(18)(19)(28)(48).

La baja incidencia de B. contaminans en pacientes fibroquisticos a nivel mundial deriva
en un escaso numero de publicaciones internacionales sobre la misma. Nosotros
recientemente (53) pusimos en evidencia la capacidad de esta nueva especie de colonizar de
manera crénica las vias respiratorias de pacientes FQ. Sin embargo, la respuesta adaptativa de
estas poblaciones microbianas a partir de una cepa colonizante inicial, a lo largo de la infeccion
cronica, en la complejidad del pulmén fibroquistico, aun no ha sido develada. En base a lo
reportado para otras especies del cBc, se decidié avanzar en el estudio de algunas
caracteristicas fenotipicas relevantes, en aislados recuperados de infecciones crénicas de
pacientes FQ y compararlo con aquellos recuperados de aislamientos de primeras infecciones
o iniciales, asi como también incluir aislamientos recuperados de pacientes No-FQ y muestras
ambientales a fin de tener un contexto comparativo amplio.

En los ultimos treinta afios, las biofilms han sido reconocidos como la principal forma
de vida para la mayoria de las bacterias (60)(77). Este concepto ha traido grandes implicancias
en el campo de la medicina ya que permitié iniciar estudios sobre muchas infecciones
persistentes y crdnicas, las cuales se comprobd que eran mediadas por el crecimiento de
bacterias adheridas a superficies. EIl campo microbiolégico, habituado a considerar a las
bacterias como organismos unicelulares de vida libre, nadando en medios liquidos sin
interaccion entre las células, debié empezar a idear nuevas estrategias de crecimiento y de
estudio de poblaciones que debian ser desarrolladas adheridas a distintas superficies. Se pudo
comprobar con técnicas de protedmica y métodos moleculares que la respuesta fisioldgica de
microorganismos que crecen sobre soportes (células sésiles), ya sean bidticos como tejidos o
abidticos, mostraba grandes diferencias con la respuesta fenotipica de las mismas células
crecidas en medios liquidos (células plancténicas). La bibliografia mundial en el tema de biofilm
se ha incrementado notablemente en estas dos ultimas décadas (42). En el area de salud las
investigaciones sobre biofilms microbianos permitieron empezar a encontrar explicaciones al
dramatico aumento en la resistencia a los antibidticos y las defensas del hospedador de las
poblaciones sésiles (79). El tema de biofilm resulta fascinante y presenta un gran desafio para

los microbidlogos.
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Con el avance de los estudios en biofilm se pudo constatar que en la naturaleza
muchas bacterias utilizan a menudo sistemas de comunicacién célula-célula, denominados de
qudrum sensing (QS) para advertirse de la presencia de células vecinas. Estos sistemas de QS
permiten a los organismos producir y percibir sefiales quimicas que resultan en la expresion de
genes los cuales pueden alterar fenotipos contribuyendo de esta manera a la patogénesis. En
bacterias Gram-negativas, el sistema de QS mdas ampliamente estudiado implica la produccion
de moléculas del tipo de N-acil-homoserin lactonas (AHL) mediante sintasas de la familia de Ia
proteina Luxl (17)(60). En el caso particular de todas las especies del complejo B. cepacia
estudiadas (32)(49), se reportd que las mismas poseen el clasico sistema de deteccion de QS-
LuxIR, denominado CeplR, que proporciona un mecanismo de adaptacion rapida a los cambios
ambientales (44). Ademas del sistema CeplR el cual se reporté como conservado, algunas
especies del cBc poseen otros sistemas y tipos adicionales de sefales quimicas que se utilizan
para la comunicacién célula a célula (23). Por ejemplo, B. cenocepacia presenta el sistema
CepR2 que no ha sido detectado en ninglin otro miembro del cBc y algunas cepas
independientemente portan el sistema CcilR (2). Diversos modelos experimentales de
infeccion demostraron que el sistema de QS CepIR es importante para la virulencia (75),
mientras que el sistema CcilR contribuye a la virulencia en un modelo de infeccién respiratoria
crénica (2). Curiosamente, las sefiales quimicas producidas y liberadas por P. aeruginosa
pueden ser reconocidas por las bacterias del cBc y responder a quérum sensing, lo cual pone
de relieve el posible papel de la comunicacidn entre las especies en el curso de la enfermedad
de pacientes FQ co-infectados con P. aeruginosa y bacterias del complejo B. cepacia (65).

En organismos del complejo B. cepacia, el sistema de QS regula la expresién de
diferentes factores de virulencia, como toxinas, la produccién de proteinas extracelulares
como proteasas (metaloproteasas), hemolisinas, lipasas y la produccidon de siderdforos. La
movilidad tipo swiming y swarming y la formacién de biofilm (76) son también reguladas a
través de este sistema. De este modo, la evaluacion de la expresidon de potenciales factores de
virulencia tales como presencia del cable pili, adhesinas, flagelos, sistemas de secrecion Tipo Il
y Tipo IV, lipopolisacéridos, sideréforos, produccidon de proteinas extracelulares, sefiales de
quérum sensing y otros factores constituyen los blancos para definir el potencial de un
patdgeno para vivir y persistir en determinado nicho ecolégico y para disefiar estrategias de

control.
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OBIJETIVOS
Objetivos generales:

Avanzar en el conocimiento de la expresidén de diferentes factores de virulencia, y de
la capacidad de formacion de biofilm en aislamientos de B. contaminans recuperados
de infecciones pulmonares crénicas en pacientes FQ. Comparar las caracteristicas
fenotipicas encontradas, con las obtenidas para primeras infecciones, infecciones en

pacientes no-FQ y para aislamientos ambientales.

Objetivos particulares:

1. Evaluar la expresion de factores de virulencia de aislamientos clinicos de la especie B.
contaminans. Analizar comparativamente la expresiéon de estos factores en las
poblaciones de aislamientos recuperados de infecciones crdénicas, primeras

infecciones, infecciones no-FQ y aislamientos ambientales.

2. Estudiar la capacidad de expresion de moléculas de quorum sensing en bacterias de la
especie B. contaminans mediante el empleo de organismos biosensores y métodos
quimicos de alta resolucidn. Analizar comparativamente la producciéon de dichas
sefiales en las diferentes categorias de aislamientos (FQ, NO-FQ, FQ-crénicos vy

Ambientales).

3. Estudiar la capacidad de formaciéon de biofilm sobre superficies abidticas en
aislamientos clinicos de B. contaminans. Analizar si existen diferencias en las
caracteristicas estructurales de los biofilms formados por organismos recuperados de
infecciones cronicas respecto a los biofilms formados por aislamientos recuperados

de primeras infecciones.
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4. MATERIALES Y METODOS
2.1. Microorganismos

Para realizar el analisis y los estudios comparativos de las propiedades fenotipicas, factores de
virulencia y formacién de biofilm, los aislamientos utilizados (Tabla A, al final del capitulo), se
clasificaron segun su origen: obtenidos de infecciones crénicas (FQ-crdnicos), obtenidos de
primeras infecciones (FQ o FQ-iniciales), recuperados de pacientes no fibroquisticos (no-FQ) y
obtenidos de muestras ambientales (AMB). La seleccion de los aislamientos para realizar las
distintas pruebas fue al azar teniendo en cuenta en todos los casos considerar cepas
provenientes de los diferentes Centros de Salud.

Los aislamientos provenientes del Hospital de nifios Sor Maria Ludovica se indican con
diferente nomenclatura segun el periodo de tiempo en que la muestra ingresé al cepario del
CINDEFI: “FQ”, “FQ B”, “NF” o “HNLP”. Los aislamientos provenientes del Hospital Rossi de La
Plata se denominaron “HR” o “HSM”, y corresponden a aislados obtenidos de muestras de
esputo de pacientes adultos (mayor a 14 afios). Los aislamientos provenientes de pacientes no-

FQ atendidos en el Hospital de Clinicas de Buenos Aires, UBA se denominaron “HC”,

2.2. Evaluacion de la cinética de crecimiento en medio liquido

Se seleccionaron al azar 9 aislados de B. contaminans para obtener los parametros de
la cinética de crecimiento en condiciones plancténicas. Los cultivos en caldo LB fueron
iniciados con una DOgsq de 0,05. El crecimiento se llevd a cabo en frascos Erlenmeyers agitados
a 160 rpm y mantenidos a 37 °C. Se tomaron muestras cada 60 minutos a las cuales se les
midieron su DOgsq €n un espectrofotémetro Beckman (DU 640, USA) y la biomasa en cada
punto medida como peso seco. Con los valores de DO se construyeron curvas de crecimiento

las cuales fueron comparadas entre los distintos aislados.

2.3 Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento

Para la determinacion de la velocidad especifica de crecimiento (u), los célculos se
hicieron mediante la evaluacién de la biomasa medidas por peso seco. A partir de cultivos
iniciados con DOgs, de 0,2 en medio LB crecidos en agitacion a 160 rpm y 37 °C, se tomaron
muestras de 5 ml cada 60 minutos las cuales se centrifugaron a 9000xg. El sedimento de cada
muestra se lavd dos veces con agua destilada y se transfirié a un tubo de vidrio previamente
tarado. La suspension bacteriana se secd en estufa a 105°C. Con una balanza analitica

(Adventurer, OHAUS, USA - 0,0001 g) se determind el peso de los sélidos con los que se
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calcularon los pesos secos (X) de cada muestra. Se grafico una curva de X (g / 1) en funcién del
tiempo y se realizd una regresidn lineal de la fase exponencial para calcular la velocidad
especifica de crecimiento y poder correlacionar la biomasa con la DO del crecimiento

bacteriano. El cdlculo de los tiempos de duplicacidon se realizé mediante la siguiente formula,

Td = In 2 / !J-max.

2.4. Deteccidon de exoenzimas
2.4.1. Proteasas

Experimentalmente, para demostrar la actividad hidrolitica de las proteasas, se utilizd
agar-leche 10% y para la actividad hemolitica agar-sangre 5%. En un matraz Erlenmeyer se
disolvid la leche descremada en buffer de fosfatos 50 mM pH 7.0, en aproximadamente % del
volumen total a preparar y se esterilizé a 110 °C (para evitar reacciones de caramelizacion)
durante 10 minutos. En otro matraz con los % del volumen restante a preparar se disolvié el
agar bacterioldgico, este se llevd a ebulliciéon durante 1 minuto y se esterilizé a 121°C durante
15 minutos. En condiciones asépticas se mezcld la leche descremada con el agar
bacterioldgico, y se transfirid a cajas de Petri estériles. Para las placas que contenian sangre al
5%, ésta fue adicionada al medio LB agar estéril. Una vez que solidificd el medio, las cajas
fueron almacenadas a 4 °C hasta el momento de su uso. (64)(43).

Aislados bacterianos se cultivaron en caldo LB a 35 °C durante 20 h, bajo agitacidn
suave (160 rpm). Alicuotas de 1 ml se centrifugaron durante 5 min a 13.000 rpm y 10 ul de los
sobrenadantes se inoculé en placas de agar-leche. Luego de la inoculacion se incubd por 36 h a
30 °C; las dreas claras alrededor de las colonias (protedlisis positiva) se forman si el

microorganismo es capaz de secretar proteasas (6).

2.4.2. Expresion de Lipasa extracelulares

Aislados bacterianos se hicieron crecer durante 24 h a 37 °C, en un medio
guimicamente definido que consiste en 3 mM KCl, 12 mM (NH,),S04, 3,2 mM MgS0Q,, 1,2 mM
K;HPO,, 0,02 mM FeSO,;, 3 mM de NaCl, y 20 mM de glucosa en 50 mM de acido
propanosulfénico 3-(N-morpholino) (MOPS, Sigma), pH 7,6. La turbidez de las suspensiones
bacterianas se midid a 640 nm. Las células fueron cosechadas por centrifugacién durante 10
min a 16.000Xg y los sobrenadantes se colectaron. La actividad lipasa se midié usando
polioxietileno sorbitan (Tween 20 -éster de acido laurico, Tween 40-éster de acido palmitico y

Tween 80-éster de acido oleico) como sustratos. La reaccion mezcla consistia en 0,1 ml de
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Tween 10% en 50 mM de Tris (pH 7,6), 0,1 ml de CaCl, 1 M en tampdn Tris, 0,2 ml de
sobrenadante filtrado. Las muestras se ensayaron por quintuplicado y se incubaron a 37 °C
durante 24 h. La turbidez de la reaccion se midié a 400 nm. La actividad de la lipasa se expresé
como unidades de enzima/0.2 unidades de densidad éptica a 400 nm. Una unidad lipolitica
(LU) se define como la cantidad de actividad enzimatica que después de 24 h, en las

condiciones anteriores, se tradujo en un incremento de absorbancia de 0,01 a 400 nm (47).

2.5. Produccion de exopolisacaridos (EPS)

Dado que la produccion de EPS en los medios de laboratorio estandar, incluyendo
Columbia Agar Sangre, B. cepacia selectivo agar, y Luria-Bertani agar, no es facilmente
observable, se utilizd6 medio de Extracto de levadura (YEM; 0,5 g litro 1 de extracto de
levadura, 4 g litro ™ de manitol y 15 g de 4gar) para evaluar las capacidades de los aislamientos
del cBc para producir EPS (66). Un método simple de evaluacién fue desarrollado para describir
la cantidad de EPS producido por cada aislamiento. Las bacterias se subcultivaron a partir de
un stock congelado en una placa de 25ml YEM, y se incubaron a 35 °C durante 48 h. Los
criterios para la puntuacién se describen en la leyenda de la Figura. 1. Los distintos tipos de
colonias mucoides se definieron como: no mucoide (-), parcialmente mucoide (+), moderada (+

+), y francamente mucoide (+ + +) (81).

Figura 1. Fenotipos mucoides
de B. cenocepacia en placas de
agar YEM después de 48 h de
crecimiento a 35 ° C. Lla
puntuacién de las no mucoides
y fenotipos mucoides fue el
siguiente: (-) el crecimiento no
muestra  evidencia de la
produccion de EPS y las
colonias son secas con un
wpp paps acabado mate, (+) hay algunas
pruebas de la produccion de
EPS en la regidn de crecimiento
confluente. La puntuacién ++ vy
+++ son mucoides en
apariencias y el crecimiento es
plano; excepto (+++) que gotea
en la tapa de la placa en
posicion invertida. Tomado y
modificado (81).
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2.6. Crecimiento en biofilm
2.6.1. Cultivos en biofilm en sistema batch empleando perlas de polipropileno como soporte

Para estudiar la capacidad de formacién de biofilm de aislados clinicos de B.
contaminans se realizaron cultivos en sistema tipo batch los cuales se emplearon como
indculos. Los cultivos en biofilm fueron iniciados a partir de suspensiones de células
plancténicas con una DOgs, de 0,2 a 0,8. Los resultados obtenidos se utilizaron para elegir una
DO inicial para los restantes siguientes experimentos.

Para el cultivo en biofilm empleando un sistema de crecimiento tipo batch, se
utilizaron tubos de vidrio los cuales contenian como soporte 3 g de perlas de polipropileno (0 =
4,2 mm, h = 2 mm; Petroken, Argentina). Los tubos esterilizados se inocularon con 3 ml de
suspension bacteriana en caldo LB y se dejaron durante distintos tiempos 0.5, 1, 2, 3, 4, 24, 48
y 72 h en condiciones estaticas. Cada tubo representaba un tiempo de crecimiento. Después
de 24 h el medio fue cambiado por LB fresco. A cada tiempo indicado, los cultivos fueron
detenidos, retirando el medio de cultivo y las perlas, las cuales se lavaron tres veces con
solucidn de PBS estéril para eliminar las células no adheridas al soporte. Los biofilm se fijaron
luego a las perlas por secado durante 1 hora a 60 °C. La biomasa adherida se evalud por tincion
con cristal violeta (CV). La tincién se realizé cubriendo las perlas con soluciéon de CV al 0,1%
durante 15 minutos, luego las perlas se lavaron tres veces con agua destilada para eliminar el
exceso de colorante. El CV unido a la biomasa adherida se eluyé mediante la adicidon de dos
volumenes de etanol al 95% y se midié la Absorbancia a 590 nm en espectrofotémetro. Para
obtener la desviacion estandar, se evaluaron cuatro muestras de cada experimento. Se
tomaron como blanco perlas de polipropileno sin crecimiento de biomasa que fueron teiidas

con CV.

2.6.2. Formacion de biofilm en placas multipocillo

La capacidad de formacién de biofilm fue ensayada en placas multipocillo empleando
la metodologia descripta por O’'Toole y colegas con modificaciones menores (60). Aislados de
B. contaminans fueron replicados en agar tripticase soja (ATS; Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) y
luego crecidos durante la noche en caldo LB (Britania, Buenos Aires, Argentina). Luego de
ajustar la DOgso a 0,2 para cada cultivo empleando medio LB fresco, los mismos se usaron
como inéculos agregando 200 pl sobre cada uno de los pocillos de una placa de poliestireno de
96 pocillos (Kartell, Italia). Las placas se incubaron durante 4 h a 37 °C sin agitacion, se retiro el

medio con células no adheridas y se adiciond medio fresco estéril. Posteriormente las placas se
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incubaron durante 48 h a 37 °C con agitacion orbital de 100 r.p.m., con remplazo total del
medio de cultivo a las 24 h. Los biofilms formados sobre la superficie de los pocillos fueron
lavados suavemente dos veces con PBS y luego tefiidos con 0,1% de cristal violeta (CV) por 15
minutos. Los pocillos fueron luego lavados 3 veces con agua, secado en estufa a 60 °C y
finalmente el CV asociado a la células fue solubilizado con etanol al 95% (v/v). De esta forma la
biomasa fue cuantificada indirectamente midiendo la Absorbancia a 590 nm (Asy) del CV
disuelto usando un lector de placas multipocillo (Benchmark Plus, Biorad). Para cada cepa
fueron realizados en paralelo 3 experimentos independientes con 5 réplicas cada uno.
Controles del medio no inoculado (DOc) fueron incluidos en cada ensayo. El valor de corte fue
definido como tres desviaciones estandar sobre la media del DOc.

Posteriormente, se evaludé otro disefio experimental de crecimiento de cultivo
empleando el sistema de placas multipocillo. Se ensayaron 3 condiciones: A) inéculo DOgs 0,2
sin recambio de medio de cultivo; B) indculo DOgs 0,2 con recambio de medio de cultivo a las
24 h; C) indculo DOgsq 0,02, con recambio de medio de cultivo a las 24 h, todas con incubacion

estatica inicial de 4 h.

2.6.3. Cultivo en biofilm en camaras con flujo continuo de nutrientes

El sistema de cultivo en biofilm en cdmaras operadas con flujo continuo de nutrientes,
consistio en el empleo de celdas rectangulares de acrilico de 3 x 10 x 1cm, de tamafio,
disefadas en nuestro laboratorio. Cada celda se conectd por un extremo y por medio de tubos
de silicona, a un frasco Erlenmeyer de 250 ml de capacidad que cumplié la funcién de
reservorio para el inéculo, y a un recipiente de 1 L, el cual almacend el medio de cultivo fresco.
Este Ultimo recipiente se conecté mediante un tubo de silicona a un filtro el cual estaba
asociado a un aireador con el fin de aportar de este modo aire estéril al medio de cultivo
fresco. Por el otro extremo, el biorreactor fue conectado a un Erlenmeyer de 0,5 L el cual fue
utilizado como reservorio del medio de cultivo agotado (Figura 2). El sistema de cultivo
completo fue esterilizado con vapor. Este sistema se completéd con una bomba peristaltica
multicanal (GIBSON, Francia) para permitir la circulacién del medio de cultivo a través de la
celda de cultivo. La cdmara fue inoculada con 1 ml de un cultivo plancténico en fase
exponencial, al cual se le ajustd previamente la DOgsg a 0.5 con medio LB. La suspensidn celular
se mantuvo en contacto con la superficie de crecimiento de manera estatica, en cuarto estufa
a 35 °C durante 4 h, para permitir de esta manera la adhesion de las células a la superficie.
Posteriormente se inicié la circulacién de medio LB fresco a través de la celda, por accidn de la
bomba peristaltica, la cual se trabajé a una velocidad constante de 2,21 ml h™ y se drend la

suspension de células no adheridas. El medio de cultivo fresco contenido en el reservorio se
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mantuvo bajo condiciones de aireacién constante (0,1 L min™), mientras que el sistema
completo de cultivo se mantuvo a 35°C. La biomasa adherida al soporte abidtico fue evaluada
a las 48 h de iniciado el cultivo. A tal fin, luego del periodo de tiempo mencionado, se detuvo la
circulacion del medio fresco, se drend el medio de cultivo contenido en la cdmara y se
procedid a fijar el biofilm crecido con p-formaldehido 4% (v/v) por 15 minutos, luego se lavé
por circulacidon suave de PBS por accién de la bomba peristaltica. Finalmente se colored con
solucién de naranja de acridina (5 mg/L) y se observd por microscopia de escaneo laser

confocal (Figura 2).

Cultivo de biofilm en flujo continuo

aire
fig 7l :
4 1 ) “j
1 /o_oT '
N s . . = —» ' @ ; —
Reservorio de ; : Bomba
- . Camara de flujo s efluente

medio de cultivo peristaltica

Microscopia de

escaneo laser confocal
(CLSM)

Figura 2. Esquema del sistema de cultivo en biofilm en cdmaras operadas con flujo continuo de
nutrientes. Las celdas son disefio original.

2.7. Microscopia de escaneo laser confocal (CLSM)

Se obtuvieron imagenes por microscopia de escaneo laser confocal en un microscopio
confocal invertido Leica TCS SP5 con laseres de Argéon y HeNe (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) (Figura 3). Células de Bc crecieron durante 72 hs en forma de biofilms , adheridas a
la base de vidrio de una cdmara de flujo continuo. Los biofilms fueron lavados suavemente
con PBS para remover células no adheridas y luego fijados durante 15 min con p-formaldehido

4% (v/v). Las células adheridas se lavaron con PBS, se tifieron con naranja de acridina (dilucion
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final: 1:500000) durante 30 min, y luego se lavaron nuevamente con PBS. La deteccion de luz
emitida se realizd secuencialmente con los valores éptimos para el naranja de acridina (con
laser de argdén a 502 nm de excitacion y 525 nm de emision). En cada experimento las
imagenes fueron adquiridas en puntos seleccionados al azar, utilizando un objetivo 20 x de
apertura numérica (NA) de 0.7, a intervalos de 1 um a lo largo del eje z a través del biofilm.
Esta coleccion de imagenes en el eje z fue observada y procesada utilizando el software LAS AF

LITE versién 2.2.1y el software Imaris (38)(39)(5).

Figura 3. Microscopio de escaneo laser confocal invertido Leica TCS SP5,
Leica Microsystems, Wetzlar, Germany. La flecha sefiala una celda con
una seccion de manguera.

2.8. Extraccion de AHLs de sobrenadantes de cultivo

Los sobrenadantes de cultivo fueron extraidos segun el procedimiento descripto por
McClean y colegas (54) y por Shaw y colegas (67). Para tal fin, los sobrenadantes libres de
células, acidificados, se mezclaron en un vaso de precipitado con diclorometano (DCM) grado
HPLC (U.V.E., Argentina) en una relacién 70:30. La mezcla se agité a 200 rpm con un agitador
magnético durante 20 minutos para luego transvasar la emulsién a un balén de decantacion
permitiendo de esta manera la separacion de las fases. Seguidamente, la fraccion organica fue
removida y se repitio la extraccion con DCM de la fase acuosa. Ambas fracciones organicas se
juntaron para ser tratadas con Na,SO, anhidro (Anedra, Madrid, Espafia) con el fin de eliminar
restos de agua y luego se filtraron a través de papel Whatman (GE Helthcare, EUA). El extracto

organico se llevd a sequedad total mediante un equipo rotavapor operado a 36 °C y venteado
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con nitrégeno gaseoso. Los extractos secos se reconstituyeron en pequefios volimenes de
DCM tal que los correspondientes a los cultivos liquidos y en biofilm de cBc resultaron 30 veces

concentrados.

2.8.1. Cepas biosensoras para deteccion de sefiales de quérum sensing

La cepa Chromobacteruim violaceum CV026 fue provista por la Dra. Angeles
Zorreguieta de la Fundacidn Instituto Leloir (Buenos Aires, Argentina) y la cepa C. violaceum
VIRO7 por el Dr. Tomoshiro Morohoshi de la Universidad de Utsonomiya (Utsonomiya, Japdn).
C. violaceum CV026 es una mutante derivada de C. violaceum ATCC 31532 que no puede
sintetizar AHLs, debido a una mutacion en el gen cvil generada por la insercién del transposén
Tn5. Tiene la capacidad de detectar AHLs de cadena acilada corta con o sin sustituyentes en el
carbono 3, como también algunas homocistein tiolactonas (54). La cepa C. violaceum VIRO7 es
una mutante derivada de C. violaceum ATCC 12472 con una delecidn en el gen cvil generada
por la insercidon de un casete de resistencia a kanamicina (cvil::Km"), por este motivo no
sintetiza AHLs. VIRO7 es capaz de detectar en especial AHLs con cadena acilada larga con o sin
sustituyentes (56). Ambas cepas biosensoras se crecieron a 30 °C en el medio LB. La cepa
VIRO7 se cultivd en la condicidn de restriccidn recomendada por bibliografia, para lo cual el
medio fue suplementado con Kanamicina (50 pg ml™, Sigma). Estas cepas producen el
pigmento violeta Violaceina cuando son inducidas por AHLs exdgenas, siendo este proceso un
indicador de la presencia de dichas moléculas. Las caracteristicas genéticas relevantes de las
cepas biosensoras asi como también la resistencia a antibidticos se resumen en la Tabla 1. En
Tabla 2 se detallan las moléculas de AHLs detectables por las cepas biosensoras utilizadas en

este trabajo.

Tabla 1. Cepas biosensoras utilizadas en este trabajo

Cepa biosensora  Caracteristicas relevantes Resistencia a antibidticos Cita

Derivada de la cepa ATCC 31532 con mutacion
en el gen cvil porinsercion del transposon Tn5

C. viol CV026
violaceum (cvil::Tn5)

Kanamicina (54)

Derivada de la cepa ATCC 12472 con mutacion
C. violaceum VIRO7 en el gen cvil por insercion de cassete de Kanamicina (56)
resistencia a Kanamicina (cvil::Kmr)
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Tabla 2. Rango de deteccién de moléculas de QS para las distintas cepas biosensoras

Cepa biosensora Moléculas seiial

C4‘HSL, CG'HSL, Cg'HSL, 3‘OXO‘C4‘HSL, 3‘0X0‘C6‘HSL, 3‘0X0'C8'HSL,
C. violaceum CV026  benzoilacetil-HSL, C4-homocistein tiolactona, C6-homocistein tiolactona,
3-ox0-C6-homocistein tiolactona

Cg‘HSL, Clo‘HSL, Clz‘HSL, C14‘HSL, ClG‘HSL, 3‘OX0‘C8‘HSL, 3‘OXO‘C10‘HSL,

C. violaceum VIR07 3-0x0-C12-HSL

2.8.2. Calibracion del ensayo de deteccién de AHLs en placa de Petri

El ensayo de deteccion de AHLs en placa de Petri, fue llevado a cabo empleando las
cepas biosensoras CV026 y VIRO7 de C. violaceum, como asi también distintas cepas
productoras de AHLs. Las cepas de C. violaceum fueron sembradas en placas conteniendo
medio de cultivo sdlido LB. Las cepas productoras de AHLs fueron sembradas
perpendicularmente a las cepas biosensoras de manera tal que crecieran cercanas a estas
ultimas (Figura. 4). Posteriormente, las placas se incubaron a 302C registrando el crecimiento y
la induccion de las cepas biosensoras a distintos tiempos. Las cepas productoras de AHLs
empleadas en esta calibracién fueron: B. cepacia ATCC 25416, S. marcescens AS-1, A.
tumefaciens R10, P. aeruginosa PAO1 y B. pertussis Tohama |. Cada cepa biosensora se sembré
ademas frente a si misma con el fin de corroborar que no eran capaces de generar su propia

induccion.

T ==X Cepa biosensora A

‘3,'

Figura 4. Esquema de sembrado de cepas para la deteccidn de AHLs en placa de Petri. Las cepas
biosensoras se sembraron perpendicularmente a cepas productoras de AHLs de manera que
crecieran proximas y asi permitir su induccién. Cada cepa biosensora se enfrenté a si misma
para confirmar que no tiene la capacidad de activar su propia induccién.

Cepas productoras
de AHLs

Cepa biosensora B

2.8.3. Bioensayo de deteccion de AHLs por difusion

La deteccion de acil-homoserin lactonas se aplico también sobre los extractos

obtenidos a partir de los distintos cultivos de organismos del CBc, mediante el bioensayo de
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deteccion por difusion descripto por Morohoshi y colaboradores (56), utilizando las cepas
biosensoras de C. violaceum. Brevemente, 50 ml de medio de cultivo LB semi-sélido (0,75% v/v
de agar) fue inoculado independientemente en una relacién 10:1 con un cultivo en fase
exponencial de las cepas biosensoras de C. violaceum (CV026 y VIR07). Los medios semi-
solidos inoculados fueron transferidos a placas de Petri para luego colocar sobre la superficie
del agar solidificado, discos de papel Whatman con un didmetro de 8 mm. Posteriormente, 15
pl de sobrenadante de cultivo centrifugados (13.000 rpm), obtenidos a partir de cultivos
liqguidos y de crecimiento en biofilm, fueron aplicados sobre los discos de papel. Luego, las
placas se incubaron a 309C durante 16-18 h. La presencia de AHLs en los extractos se
determind a través de la formacién de halos de color violeta. El nivel de produccion de AHLs
por parte de los distintos tipos de cultivos de cBc se evaludé a través de los didmetros
correspondientes a los halos de coloracidon. Se utilizaron extractos de cultivos liquidos de las
cepas productoras de AHLs, para la obtencion de controles positivos de la induccion de las
cepas biosensoras por accién de dichas moléculas. Asimismo, se ensayaron como controles
negativos extractos de los medios de cultivo liquidos SS y LB sin inocular como controles
negativos. Este experimento se repitié al menos 2 veces utilizando extractos independientes

de las cepas.

2.8.4. Identificacion de AHLs mediante métodos fisicoquimicos

Los extractos obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivo en biofilm de B.
contaminans fueron estudiados mediante espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier y cromatografia liquida-espectrometria de masas con el fin de corroborar la deteccion

de las AHLs e intentar dilucidar sus estructuras moleculares

2.8.4.1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja (FT-IR) fue utilizada para la identificacion de bandas de
absorcién caracteristicas de las AHLs, potencialmente presentes en extractos concentrados de
cultivos en biofilm de aislados de B. contaminans, seguin el procedimiento descripto por
Chhabra y colegas (12). Asimismo, extractos concentrados obtenidos a partir de cultivos
liqguidos de B. cepacia ATCC 25416 y P. aeruginosa PAO1 ATCC 27853 fueron empleados como
controles positivos de AHLs. Treinta ul de cada extracto concentrado fueron colocados en
celdas de ZnSe (13x2 mm, Korth Kristalle GmbH, Alemania) y secados durante 60 min a
temperatura ambiente con el fin de obtener films transparentes sobre la superficie de las

celdas. Seguidamente, las celdas fueron leidas en un espectrometro Spectrum One (Perkin-
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Elmer, EUA) en modo absorbancia, bajo una purga continua de aire seco evitando asi las
interferencias causadas por vapor de agua. Los espectros IR se adquirieron en el intervalo de
4000 a 650 cm™, a una velocidad de medicidn de 1cm/s, mediante 64 escaneos y una
resoluciéon de 6 cm™. El ajuste de dichos pardmetros se llevé a cabo por medio del programa
Spectrum 3.0 (Perkin-Elmer, USA). A partir de los espectros IR, se calcularon sus respectivas
derivadas segundas aumentando de esta manera la resolucién de los picos de absorcién (59).
Las derivadas segundas fueron empleadas para la deteccion de los maximos correspondientes
a la absorcién de grupos funcionales propios de los distintos tipos de moléculas AHLs, los
cuales se ubican en rangos especificos del espectro IR. Es importante destacar que en estos
rangos espectrales no se ubican otros grupos funcionales pertenecientes a moléculas
bioldgicas solubles en solventes no polares. En la Tabla 3 se detallan los grupos funcionales
caracteristicos de cada tipo de AHL, junto con su ubicacion en el espectro IR. Dichos grupos
funcionales fueron utilizados para dilucidar el tipo de molécula de AHL (N-acil HSL, N-3-oxo-

alcanoil HSL y N-3-hidroxi-acil HSL) presente en los extractos.

Tabla 3. Grupos funcionales caracteristicos de los distintos tipos de moléculas AHLs y
su ubicacién en el espectro IR

AHLs Grupo Funcional Rango Espectral (cm™)
N-acil-HSLs C=0 (Anillo lactona) 1780-1792
C=0 (Amida) 1643-1647
N-3-oxo-alcanoil-HSLs  C=0 (Anillo lactona) 1781-1793
C=0 (Cetona) 1710-1724
C=0 (Amida) 1648-1654
N-3-hidroxi-acil-HSLs C=0 (Anillo lactona) 1774-1778
C=0 (Amida) 1638-1642

Los grupos funcionales caracteristicos de las distintos tipos de moléculas de
AHLs y sus rangos especificos de ubicacién espectral fueron extraidos del
trabajo publicado por Chhabra y colegas (12).

2.8.4.2. Identificacién de AHLs mediante HPLC MS/MS-MRM

Extractos de cultivos de B. contaminans fueron analizados mediante cromatografia
liguida-espectrometria de masas en tandem con monitoreo de reaccion multiple (HPLC
MS/MS-MRM) basandonos en el trabajo de Gould y colegas (33), con el fin de lograr la
separacion e identificacion de moléculas del tipo AHLs. El proceso de separacién se llevd a

cabo mediante elucidn por gradiente y la identificacidn a través de las transiciones molecula +
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H del ién (M+H) 102 correspondiente al grupo lactona. Del mismo modo, se analizaron
estdndares de AHLs y extractos obtenidos de cultivos de cepas productoras de AHLs, con el
objeto de registrar los picos correspondientes a las transisiones de masa MRM de dichas
moléculas y sus respectivos tiempos de retencidn. A partir de los datos obtenidos se llevd a
cabo una comparacidén con los resultados conseguidos a partir de los extractos de aislados de
B. contaminanas y la cepa de referencia B. cepacia ATCC 25416. Para aquellas AHLs que no se
dispuso de estandar, se evalud el tiempo de retencidon relativo y la transicidon especifica de
masa con los obtenidos de los estandares analizados. El grado de concentracion
correspondiente a los estdandares y extractos de cultivo, se expresd a través de las unidades
Megacounts y kilocounts en el eje vertical de cada cromatograma. Este estudio de
identificacion fue realizado en el CIMA (Centro de Investigaciones en Medio Ambiente,

CONICET-UNLP) con la colaboracién del Dr. Damian Marino.

2. 9. Analisis estadistico

En el caso de las variables categoricas (expresion de exoenzima, EPS y sefiales de QS)
en las que sdlo se registré informacién cualitativa (ausencia o presencia), se recurrio a pruebas
no paramétricas. Las diferencias se evaluaron a través una tabla de contingencia usando la
prueba de x* (Chi-cuadrado de Pearson).

Para los casos de formacidon de biofilms o secrecion de lipasas, en los cuales se registrd
informacidn de tipo cuantitativa, se realizd un andlisis de varianza (ANOVA). En primer lugar se
realizd la prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnov, y en el caso de n menor a 50 se utilizd
Shapiro-Wilk) y se probd la homocedasticidad (igualdad de varianza) con la prueba de Levene.
Para evaluar la significancia de las diferencias, en el caso de varianzas iguales se realizaron las
pruebas post-hoc de DMS y Tukey (p < 0,05) y en el caso de varianzas no homogéneas se
comprobd mediante la prueba de Games-Howell. Se utilizo para el cdlculo de todos los casos la
plataforma estadistica SPSS Statistics 17.0. y los graficos fueron construidos utilizando Excel

2010.
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RESULTADOS
3.1. Cinética de crecimiento de aislados clinicos de B. contaminans en cultivos liquidos

Se evalud en primer lugar el comportamiento en cuanto a la cinética de crecimiento en
el medio de cultivo LB en sistema batch de 10 aislados clinicos de B. contaminans (tomados al
azar de nuestro banco de cepas). Por medio de las curvas de crecimiento obtenidas se
determind que a partir de las 10 h de incubacidn, la mayoria de los aislados clinicos analizados
alcanzaron la fase estacionaria. De la comparacidon entre las curvas se aprecia que los
aislamientos clinicos estudiados poseen gran variabilidad fisioldgica, bajo las mismas
condiciones experimentales. En la fase estacionaria del crecimiento los aislados clinicos
examinados exhibieron valores de DOgsy desde 1,7 a 3,5. Asimismo, para calcular la velocidad
especifica de crecimiento se corrigieron los valores de DOgs, por biomasa X (g/l) (Figura 6) y se
calculé el logaritmo natural de los valores de X para graficarlos en funcion del tiempo de
incubacién (graficos no mostrados). A partir de estos gréficos se determind la ecuacion de la
recta cuyo valor de la pendiente corresponde a la velocidad especifica de crecimiento (u). Este
pardmetro se utilizé para el cdlculo del tiempo de duplicaciéon o tiempo generacional de las
muestras analizadas. De esta manera se determind que los aislamientos clinicos ensayados
crecen con diferente velocidad especifica de crecimiento. No se observd diferencias
significativas (p < 0,05) entre los aislamientos recuperados de infecciones crénicos y los demas
aislados. En la Tabla 4 se detallan los valores de velocidad especifica de crecimiento y tiempo

de duplicacién para los aislados clinicos mencionados.

Curva de crecimiento

—=—NF 229

—+—FQ7887-2
HC 30
——FQ0042-1

—=—HST32

OD s

FQB 916
FQB539-1
HSTG64

HST187

FQB 032

t (Hs)

=
N

10 15 20 25

Figura 5. Curvas de crecimiento de 10 aislados clinicos de B. contaminans en medio LB.
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Figura 6. Correlacion entre el desarrollo de biomasa evaluada por peso seco X (g/1) y por DOgso.

Tabla 4.Velocidad maxima de crecimiento y tiempo de duplicacién en B. contaminans.

2

Cepa K max R t 4 ( horas)
NF 229 0,151 0,988 4,59
FQ 7887-2* 0,118 0,985 5,87
HC 30 0,149 0,994 4,65
FQ9042-1* 0,154 0,980 4,50
HST 32 0,141 0,993 4,92
FQB 916 0,137 0,987 5,06
FQ B 539-1* 0,152 0,988 4,56
HST 64 0,109 0,956 6,36
HST 187* 0,114 0,982 6,08
FQ B 032* 0,152 0,981 4,56

(*) Aislados recuperados de infecciones cronicas

3.2. Produccion de exopolisacaridos (EPS)

Con el objetivo de evaluar la produccién de EPS en cepas de B. contaminans,
cultivamos 163 aislados recuperados de infecciones pulmonares crdnicas, aislados de
infecciones iniciales o primeras infecciones de pacientes FQ, no FQ y ambientales en un medio
rico en fuente de carbono (relacién C:N de 20:1). EI 57.6 % de los aislados resulté positivo para
el ensayo, sin embargo se encontraron diferencias en la capacacidad de sintesis de EPS entre
los distintos aislados. En la Figura 7 se puede observar la acumulacién de EPS en la mayoria de
las cepas de B. contaminans examinadas. Al analizar los productores de EPS segun el origen de

la muestra, se observé diferencias significativas en los aislados clinicos de pacientes FQ en
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relacidn al tiempo de infeccidn (77,4% infecciones tempranas vs 37,8% infecciones cronicas). El

90% de los aislados de origen ambiental analizados presentaban colonias mucoides (Figura 8).

Figura 7. Fenotipos mucoides de B. contaminans resultantes del crecimiento en placas de agar YEM
después de 48 h de crecimiento a 35 °C.
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Figura 8. Expresion de EPS en 163 aislados de B. contaminans agrupados segun origen de la muestra. Los
valores corresponden al porcentaje de aislados positivos para EPS en cada clase. En la categoria “FQ-
cronicos” la disminucién de expresidon de EPS es significativamente menor a la obtenida para los
aislamientos que no provienen de infecciones crénicas “FQ” y a los aislamientos ambientales (p < 0.05).

3.3.Produccion de pigmentos

Se utilizaron placas con medio de cultivo Mueller Hinton (MH) para determinar la

produccién de pigmentos (36). Si bien la pigmentacién amarillo verdoso es una caracteristica
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de B. contaminans, solo en 5 aislados se observo la difusién de un pigmento, siendo en 3 de

ellos un pigmento bordd y en los 2 restantes amarillo verdoso (figuras 9 y 10).

Figura 9. Aislados de B. contaminans crecidos en medio MH agar (izg.) y LB agar (derecha), luego de 30 h
de incubacion a 35 °C. Las colonias corresponden a los aislados HR 165, N3, NF 70, HST 210, MS 14, FQ B
016, FQ 9978, FQ B 539-1 (iniciando con la cepa sefialada, en sentido del reloj) GH 1, HST 203 (centro

arriba y abajo, respectivamente).

Figura 10. Aislados de B. contaminans crecidos en medio TSA al cabo de 30 h de incubacién a 35 °C.
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3.4. Secrecion de exoenzimas
3.4.1. Proteasas y hemolisina

Ciento sesenta y cuatro aislados clinicos y ambientales de B. contaminans fueron
seleccionados para analizar la produccién de proteasas y hemolisinas (Figura 11). El 43.3% de
las cepas produjo hemolisina como se observa por una zona clara alrededor de las colonias en
medio agar sangre, mientras que 33.5% de las cepas produjeron proteasas. Interesantemente,
solo el 18% de las cepas recuperadas expresé simultdneamente ambas enzimas y entre ellas el
4.3% corresponde a aislados recuperados de pacientes FQ con infeccidn crénica para esta
bacteria. En la figuras 12 y 13 se representa el % de aislados segun el origen para ambas
propiedades fenotipicas (hemolisina y proteasas). Las diferencias observadas en la expresion
de ambos factores de virulencia entre los aislados recuperados de infecciones iniciales y de
infecciones crdénicas en pacientes FQ se evaluaron mediante la prueba de Chi cuadrado de

Pearson, las diferencias fueron significativa (p < 0,01 y p < 0,07, respectivamente).

Figura 11. Expresion de exoenzimas por aislados de B. contaminans. Halos de transparencia
corresponden a actividad proteolitica luego de 30 h de incubacién a 35 2C. (izq. a derecha, medio
enriquecido con sangre 5% y leche descremada 10%).
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Figura 12. Expresion de hemolisina en 164 aislados de B. contaminans agrupados segun origen de la
muestra. Los valores corresponden al porcentaje de aislados positivos para Hemolisina en cada clase. En
la categoria “FQ-crénicos” la disminucion de expresion de hemolisina fue significativamente menor a la
obtenida para las otras categoria “FQ” y NO FQ (p < 0.01) y significativamente menor AMB (p<0.05).
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Figura 13. Expresion de enzima proteoliticas en 164 aislados de B. contaminans agrupados segln origen
de la muestra. Los valores corresponden al porcentaje de aislados positivos para proteasas en cada
clase. En la categoria “FQ-crénicos” la disminucion de expresién de proteasas fue significativamente
menor que la obtenida para la categoria “FQ” (p < 0.05), no presentando diferencias significativas con
las otras dos categorias.

3.4.2. Expresion de Lipasa extracelulares

En 59 aislados de B. contaminans, agrupados en 4 categorias ( FQ-crénicos, FQ-
iniciales, No-FQ y ambientales), como se observa en la tabla B del Anexo (final del capitulo), se
midié actividad de lipasa de sobrenadante de cultivo por el método descrito por Tirunarayanan
y Lundbeck (72) usando sorbitanos de polioxietileno (Tweens 20, 40, 60, y 80; Sigma) como
sustratos. Los Tweens 20, 40, 60, y 80 son ésteres de acidos laurico, palmitico, estedrico y
oleico, respectivamente. La actividad lipasa se expresé como unidades lipoliticas (UL) relativas
sobre cada sustrato. La actividad informada de este modo oscilé entre indetectable (0,0 UL) a
250 UL de actividad enzimaticas para Tween 20, 163 UL para Tween 40 y 113 UL para Tween
80. La figura 14, muestra en un diagrama de cajas la distribucién de las medidas de actividad

enzimatica para cada uno de los sustratos ensayados agrupados segun el origen de la cepa. El
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analisis de varianza, mostrd Unicamente para lipasa con actividad lipolitica sobre Tween 20
diferencias significativas (p < 0,05) entre los aislados provenientes de infecciones crénicas (FQ-

crénicos) y los recuperados de primeras infecciones (FQ iniciales).

44
250,00 *
43
o *
~
< 200,00 42
[ o
s
41
- O40
] o
o 150,00
@©
o
= 058
2
2 —
] 100,00
(7]
D
oS
I}
B 50,00
f=
]
45
0,00 ©
T T T T
FQ créonicos FQ Iniciales Ambientales No FQ
200,00
o
<
=
@
@ 150,00
=
-
'
"
S 64
£ 100,00 °©
o
2
|
»
@
50,00
=]
=
=]
0,00
T T T T
FQ crénicos FQ Iniciales Ambientales No FQ

125,00 l
100,00 l

64
*

\‘
B
o
T

50,00

Unidades Lipoliticas - Tween 80
§

- T

I I I
FQ crénicos FQ Iniciales Ambientales No FQ

Figura 14. Diagramas de caja (Box-Plot) de los datos de actividad lipolitica sobre
Tween 20, 40 y 80. Las barra externas sefalan los valores minimos y maximos,
la caja representa el 50% de los datos y la barra interna sefiala la mediana.
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3.5.1. Cinética de adhesidn a superficies abiéticas

Los estudios de adhesidn a superficies abidticas se realizaron sobre perlas de
polipropileno y placas multipocillo de poliestireno de modo comparativo entre los distintos
aislados clinicos disponibles en nuestro laboratorio. Se evalué la cinética de adhesién durante
las primeras 5 horas de contacto bacteria-superficie. El estudio de adhesién puso de
manifiesto que en promedio, los aislados clinicos alcanzan el maximo de biomasa adherida
entre las 4 y 5 h de incubacién a 35 °C (Figura 15). Este periodo de tiempo es menor al tiempo
de duplicacién promedio determinado para cultivos plantdnicos creciendo en fase

exponencial, por lo cual los resultados se asociaron a adhesion y no a crecimiento.

Blanco 1h 2h 3h 4h 5h

Figura 15. Cinética de adhesion a superficie abidtica del aislado clinico FQ 6407 de B.
contaminans. El estudio de adhesidon fue realizado utilizando como soporte perlas de
polipropileno. Este analisis permitié determinar que al cabo de 4-5 h de incubacion se
obtiene el maximo de biomasa adherida a las perlas.

3.5.2. Crecimiento en biofilm empleando placas multipocillos

Una vez que se evalud la capacidad de dos aislados clinicos de B. contaminans HST 64
(perteneciente al grupo FQ) y HST 187 (FQ-crénico ) de adherirse a superficies de polipropileno
se estudid la adhesidn y crecimiento en un sistema cladsico de testeo como las placas
multipocillos. Se inocularon los pocillos con 200 pl de suspensidon celular ajustada a una
DOg50=0,2. Al cabo de 4 h (etapa de adhesidn) se observé un biofilm débil en las paredes de los
pocillos, mientras que a las 24 h de incubacién se observé un biofilm importante adherido a las
paredes el cual se visualizd como un anillo definido en la interfase aire-liquido. Se utilizd en
estos ensayos una cepa de referencia de B. multivorans como control. En la Figura 16 y figura

17 se observa la biomasa adherida mediante tincidon con CV.
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HST 64 HST 187 B multivorans Control Negativo

Figura 16. Crecimiento
de los aislados clinicos de
B. contaminans HST 64
(categoria FQ) y HST 187
(categoria FQ-crénico) en
placa multipocillo.

La biomasa adherida fue
tefiida usando CV 0.1%.
Control positivo: B.
multivorans, Control
Negativo: medio LB sin
inocular.

24h

Figura 17. Crecimiento de los

34 aislados clinicos de B.

I contaminans HST 64 (FQ) y
HST 187 (FQ-cronico) en placa
multipocillo. La biomasa
adherida fue cuantificada

S 15 BHST 64 L. .
o indirectamente por medio del
0 11 HST187 método de CV. Se indican los
0,5 - valores promedios y las
- I desviaciones estandares
0 | .
obtenidos de tres
4h 24h t [h]

experimentos independientes.

En un ensayo posterior se evalué un esquema experimental de crecimiento bajo 3
condiciones mencionadas en Materiales y métodos a fin de estandarizar las condiciones para
un ensayo con mayor numero de aislados. Se observd que el tratamiento B (Figura 18)

conduce al desarrollo de un biofilm mas robusto.

Figura 18. Formacion de biofilm de 48 h en placas multipocillo bajo tres condiciones de
operacion diferentes: A: indculo DOgsq 0,2, incubacion sin recambio de medio de cultivo; B:
indculo DOgsq 0,2, incubacidon con recambio de medio de cultivo a las 24 h; C: indculo DOgsg
0,02, con recambio de medio de cultivo a las 24 h. La biomasa adherida fue tefiida usando CV
0.1%. Cada pocillo fue inoculado con 1.- B. multivorans, 2.- B. contaminans HST 64; 3.- B.
contaminans HST 187; 4.- Control Negativo: medio LB sin inocular.
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Posteriormente aplicando el tratamiento B, se evalud en una coleccion de 115 aislados
de B. contaminans en las 4 categorias de aislamientos (aislados de infecciones crdnicas FQ
cronicos, FQ de infecciones iniciales, No-FQ y ambientales) la capacidad para adherirse y
formar biofilm en placas multipocillo. En la Tabla 5 (al final del capitulo) se muestran los
resultados de formacién de biofilm obtenidos luego de 48 hs de crecimiento, cuantificados por
CV. En la Figura 19, se observa la distribucién en porcentaje de aislados agrupados segun la

cantidad de biofilm formados.
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Figura 19. Formacion de Biofilm en 59 aislados de B. contaminans.

Si bien como se observa en la figura 19, la distribucidon de aislados en funcion a la
cantidad de biofilm formado pareceria ser menor en aislados FQ crénicos, se evalué mediante
un analisis de varianza si la capacidad global de formar biofilm entre los grupos de aislamientos
era semejante. Las diferencias observadas no fueron significativas (p > 0,05). En la Figura 20 se
muestra la representacidn grafica de la prueba de Levene para contrastar la hipdtesis de

homogeneidad de varianzas, comprobandose la homocedasticidad.

Figura 20. Diagrama de caja
o™ (Box-Plot) de la Prueba de
Levene. Las barra externas
2 sefialan los valores minimos
y maximos, la caja
representa el 50% de los
él datos y la barra interna
sefiala la mediana.
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3.5.3. Crecimiento en biofilm empleando el sistema de cultivo batch con recambio de medio

Empleando este sistema de crecimiento donde se reemplaza asépticamente el medio
de cultivo agotado por medio fresco cada 24 h, se cuantificé el biofilm formado en condiciones
aerdbicas en 2 aislados clinicos de B. contaminans. Como se muestra en la Figura 21 y Figura
22, luego de la etapa de adhesion inicial (4 h), los aislados clinicos crecieron sobre la superficie
de las perlas de polipropileno incrementando notoriamente su biomasa adherida durante las
primeras 48 h de cultivo. Sin embargo, se obtuvo un nivel maximo a las 72 h de iniciado el
cultivo, momento al que se detuvo el experimento. Los resultados de este estudio indican que
al menos estos 2 aislados clinicos de B. contaminans presentan la capacidad de desarrollarse

bajo el modo de crecimiento en biofilm.

blank  0.5h 1h 2h  3h ah 24h  48h  72h

blank 0.5h 1h 2h 3h 4h 24h 48h 72h

Figura 21. Cultivos en biofilm de B. contaminans HST 64 (A) y HST 187 (B). Los cultivos se
hicieron empleando como superficie soporte perlas de polipropileno. Las bacterias fueron
crecidas en reactores tipo columna por distintas horas en sistema tipo batch. Los cultivos
fueron iniciados con un inéculo de ODgs, 0,2.
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Figura 22. Curva de crecimiento en biofilm de B. contaminans HST 64 (FQ inicial) y HST 187
(FQ-crénico) empleando perlas de polipropileno como soporte. Los cultivos fueron
realizados en sistema tipo batch iniciados con indculos de ODg50=0,2. Luego de la adhesion
inicial, el desarrollo del biofilm fue determinado a las 24, 48 y 72 h. La biomasa adherida
fue cuantificada indirectamente por medio del método de CV. Los valores son promedios
+ desviaciones estandares de tres experimentos independientes.

3.6. Deteccion de moléculas de AHL

La bibliografia reporta que miembros del cBc son capaces de sintetizar moléculas de
C,-HSL a Cy-HSL. Sin embargo, de acuerdo a nuestros conocimientos, nada ha sido reportado
en este sentido para aislados clinicos o ambientales de B. contaminans. Previamente
demostramos que estos organismos pueden crecer adheridos a superficie y formar biofilm, la
pregunta es si pueden producir moléculas del tipo de las AHL. A efectos de llevar a cabo estos
andlisis se comenzé a trabajar sobre la deteccién de estas moléculas en cajas de Petri
empleando como cepas biosensoras a C. violaceum. Estos agentes fueron sembrados
perpendicularmente a las cepas potencialmente productoras de AHLs en placas de Petri
conteniendo medio sélido LB. Dichas placas se incubaron a 30°C registrando los resultados de
crecimiento y de induccidn de las cepas biosensoras a distintos tiempos. Las cepas productoras
de AHLs empleadas como controles positivos en esta calibracion fueron: B. cepacia ATCC
25416, P. aeruginosa PAO1 ATCC 27853 y S. marcescens AS-1. La formacidn del pigmento
violaceina en los cultivos de C. violaceum actué como indicador de la induccion de dichas cepas
biosensoras por la accidon de AHLs liberadas por las cepas productoras de estas moléculas. En la
Figura 23 (A) y (B) se puede observar los resultados del crecimiento de las distintas cepas
mencionadas y de la induccion de las cepas C. violaceum CV026 y VIRO7 a las 18 h de
incubacién. Todas las cepas alcanzaron déptimos crecimientos en el medio sdélido LB. La
formacién del pigmento violeta consiguié ser correctamente visualizada a partir de las 14 h de

incubacién tanto para CV026 como para VIR07. Asimismo, a través de las imagenes de la Figura
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24 se pudo comprobar que las cepas biosensoras de C. violaceum no poseen la capacidad de

activar su propia induccion.

A

Figura 23. Calibracion del ensayo de deteccién de AHLs en placas de Petri utilizando las cepas
biosensoras C. violaceum CV026 y VIR07. (A) Las cepas C. violaceum CV026 y VIRO7 fueron
sembradas perpendicularmente a cepas productoras de AHLs en placas de Petri con medio
sélido LB. Las placas se incubaron a 30°C registrando el crecimiento de todas las cepas y la
induccion de las cepas biosensoras a las 18 h. (B) Placas de Petri conteniendo medio BHA
suplementado con 2,5% (v v'l) de suero fetal bovino fueron utilizadas para sembrar B.
pertussis Tohama |, B. cepacia y las cepas C. violaceum CV026 y VIRO7. La formacion de
pigmento violeta es indicador de la induccién de las cepas biosensoras. CV026 y VIR07: Cepas
biosensoras de C. violaceum. Bc: B. cepacia ATCC 25416, AS-1: S. marcescens AS-1, PAO1: P.
aeruginosa PAO1. (Fotografia cedida gentilmente por El Dr. Diego G. Noseda, Afio 2011).

Una vez estandarizada la metodologia basada en el crecimiento de la poblacién en
medio sélido, se probaron extractos de sobrenadantes de cultivos liquidos de cepas
productoras de AHLs. Se emplearon como controles positivos de la induccion las mismas cepas
que habian resultado positivas en el ensayo anterior y los mismos agentes biosensores. Se
utilizaron placas conteniendo medio LB semi-sdlido las cuales fueron inoculadas con las cepas
biosensoras de C. violaceum. La formacion de halos de color violeta de C. violaceum fue
indicador de la presencia de AHLs en los extractos testeados. Los extractos de medio de cultivo
fueron obtenidos a partir de un desarrollo de B. cepacia ATCC 25416 en 100 ml de medio. El
extractivo en diclorometano concentrado 250 veces, origind la induccion de ambas cepas de C.
violaceum formando halos con didmetros de 1,8 cm y 2,4 cm para CV026 (Figura 24 A) y para el
biosensor VIRO7 (Figura 24 B) respectivamente, mientras que una dilucién 1:50 del mismo
extracto generd halos considerablemente mas pequefios con los dos biosensores. Cabe
mencionar que los resultados obtenidos a partir de este extracto constituyen un control

positivo y aval de la metodologia empleada en la extraccion de la molécula sefial del medio de
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cultivo. Un extracto obtenido de 600 ml de medio de cultivo liquido sin inocular y concentrado
5000 veces, no activd la formacién de halos de coloracion por parte de la cepa CV026 como
tampoco de VIR07, sugiriendo que dicho medio de cultivo no contiene moléculas con actividad
inductora de estas cepas biosensoras (Figura 24 Ay 24 B).

En vista de estos resultados se analizd la presencia de sefiales de AHL en extractos de cultivos
liguidos y en sobrenadante de biofilm (formados en placa multipocillo) de 84 aislados de B.
contaminans. Los extractos se obtuvieron a partir de 3 ml de medio de cultivo y se
concentraron 30 veces. Dichos extractos fueron aplicados directamente en un volumen de 10
ul sobre la superficie de los medios agarizados. Los resultados de actividad QS se resumen en

la Tabla A.

Figura 24. Ensayo de deteccién de AHLs por difusién empleando las cepas biosensoras C. violaceum CV026 y
VIRO7. Extractos obtenidos a partir de cultivos liquidos fueron aplicados a discos de papel colocados sobre
medio LB semi-sdlido inoculado con las cepas biosensoras C. violaceum CV026 (A) y C. violaceum VIR07 (B). La
formacién de halos de color violeta es indicador de la presencia de AHLs en los extractos. 1: 1 pl de extracto
de B. cepacia 25416, concentrado 250 veces; 2: concentrado 50 veces; 3: 50 ul de extracto de 600 ml de
medio de cultivo sin inocular, concentrado 5000 veces.

g
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Figura 25. Deteccidon de moléculas de AHLs a partir de extractos de sobrenadante de desarrollo en
biofilm de 12 aislados clinicos de B. contaminans empleando las cepas biosensoras C. violaceum CV026 y
VIRO7. Extractos obtenidos a partir de cultivos liquidos y biofilm fueron aplicados directamente sobre
medio LB semi-sdlido inoculado con las cepas biosensoras C. violaceum CV026 (A) y C. violaceum VIRO7
(B). La formacidn de halos de color violeta es indicador de la presencia de AHLs en los extractos de B.
contaminans.
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En la Figura 26, se observa el % de aislados positivos para la presencia de sefiales de QS
(AHLs) segun el origen del aislado. Al considerar solo los grupos de aislados denominados FQ-
Crénicos y FQ-Iniciales, se observd una disminucidn en la expresion de sefiales de QS en los
aislados FQ-Crénicos; mediante Chi-cuadrado de Pearson se verificd que esta diferencia era

significativa (p< 0,05).
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Figura 26. Deteccidn de moleculas de QS en 84 aislados de B. contaminans agrupados segun origen de la
muestra. Los valores corresponde al porcentaje en cada clase. En la categoria “FQ-crénicos” la
disminucion de expresién de sefiales de QS sélo fue significativamente menor a la obtenida para la
categoria “FQ-Iniciales” (p < 0.05).

3.7. Identificacion quimica de moléculas derivadas de acil-homoserin lactonas (AHL)
3.7.1. Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier

Extractos de cultivos plantdnicos de fase estacionaria de un aislado clinico de B.
contaminans seleccionado al azar, en el que previamente se detectd por cepas biosensoras
produccién de AHL, fue analizados mediante espectroscopia FT-IR con el fin de avanzar en la
caracterizacién quimica del tipo de molécula seial sintetizada. Asimismo, extractos de cultivos
liguidos de cepas productoras de AHLs fueron analizados en paralelo mediante la misma
metodologia. A partir de espectros IR adquiridos en el intervalo 4000 a 650 cm™, se calcularon
las derivadas segundas con el fin de aumentar la resolucién de las bandas de absorcién. Dichas
derivadas fueron utilizadas para la identificaciéon de picos correspondientes a la absorcién de
grupos funcionales presentes en las moléculas derivadas de AHLs, ubicados en rangos
especificos del espectro IR (Tabla 3, seccion Materiales y métodos). En estos rangos no se
sitian otros grupos funcionales pertenecientes a moléculas bioldgicas solubles en solventes no
polares. La Figura 27 muestra el espectro IR de un extracto concentrado correspondiente a un
cultivo plancténico en fase estacionaria de B. contaminans y la derivada segunda del espectro
IR. A su vez, en la Figura 28 se presenta especificamente ampliada la regién 1820-1620 cm™ de

dicha derivada segunda del espectro IR. En esta regién se identificaron picos de absorcion,
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1790 cm™ el cual se adjudica al grupo carbonilo del anillo lactona de las acil-HSLs y de las 3-

oxo-alcanoil-HSLs (12)(67). Asimismo, se detectaron picos a 1715y 1710 cm™ correspondientes

al grupo carbonillo (cetona) y en 1650 cm™ el grupo carbonilo de la amida.

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Figura 27. Espectro IR y su derivada segunda, correspondientes a un extracto de
sobrenadante de cultivo de B. contaminans FQ7887. Espectro IR en el rango 3500-650

cm? (en rojo) y derivada segunda x -1 del espectro IR (azul).

Figura 28. Regién 1820-1620 cm* de la derivada segunda x (-1) del espectro IR de B.
contaminans FQ 7887. Se indican los picos a 1790, 1715 y 1650 cm‘l, los cuales son

caracteristicos de la estructura 3-oxo-octanoil-HSLs (12).

3.7.2. Identificacién mediante HPLC MS/MS-MRM

Con el fin utilizar una metodologia de mayor precisiéon para identificar quimicamente
acil-homoserin lactonas sintetizadas por B. contaminans, extractos de sobrenadantes de
cultivo en biofilm de estos organismos fueron analizados mediante HPLC MS/MS-MRM
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Multiple). Como se detallé previamente, el proceso de separacidn se realizd mediante elucion
por gradiente. La identificacién de las AHLs, se realizé a través de las transiciones M+H del idn
102 correspondiente al anillo lactona. A los fines de la identificacién primero se analizaron
estdndares de AHLs y luego los extractos de cultivos liquidos pertenecientes a cepas
productoras de AHLs. Los analisis fueron llevados a cabo bajo las condiciones experimentales
indicadas en la seccién de Métodos, con el objeto de registrar los picos de las transiciones de
masa de dichas moléculas y sus respectivos tiempos de retencion.

En la Figura 29 se muestra el cromatograma superpuesto de los correspondientes
estandares C,;-HSL, Cg-HSL, 3-0x0-Cs-HSL, Co-HSL, C;-HSL, Cg-HSL, 3-0x0-Cy9-HSL y C4o-HSL. Estas
moléculas fueron inyectadas en una concentracion de 1 ppm y su andlisis se realizd
seleccionando sus respectivos valores de relacién masa/carga (m/z). En la Tabla 5 se describen
los valores m/z y los tiempos de retencion concernientes a los estandares de AHLs examinados
mediante HPLC MS/MS-MRM. Los tiempos de retencidn fueron utilizados posteriormente para
la identificacion de moléculas de AHLs a partir del analisis de los distintos extractos de cultivos

pertenecientes a las cepas de B. contaminans productoras de AHLs.
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Figura 29. Cromatogramas HPLC MS/MS-MRM obtenidos a partir de estandares de AHLs.
Estandares de AHLs en una concentracion de 1 ppm fueron analizados por medio de HPLC
MS/MS-MRM, registrando sus respectivos tiempos de retencion. El estudio se realizé a través de
la seleccion de los valores de m/z correspondientes a cada estandar. 1: C,-HSL (172 m/z); 2: Cq-
HSL (200 m/z); 3: 3-ox0-Cg-HSL y 7: Co-HSL (242 m/z); 4: C;-HSL (214 m/z) ; 5: Cg-HSL (228 m/z); 6:
3-0x0-Cy0-HSL (270 m/z), 8: Cy5-HSL (256 m/z).
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Tabla 6. Tiempos de retencidn de estandares de AHLs analizados por HPLC MS/MS-MRM

Relacién Masa/Carga Tiempo de Retencion

Estandar de AHL (m/2) (minutos)
C4-HSL 172 2,80
Cs-HSL 200 3,36
C,-HSL 214 3,83
Cg-HSL 228 4,52
Co-HSL 242 5,58
Cio-HSL 256 7,27
3-ox0-Cg-HSL 242 3,57
3-0x0-Cqo-HSL 270 4,98

Los estandares de AHLs se inyectaron en una concentracion de 1 ppm y su analisis
cromatografico fue realizado mediante la seleccion de sus respectivos valores de
masa/carga (m/z). C,-HSL: Butanoil-homoserin lactona; C¢-HSL: Hexanoil-homoserin
lactona; C,-HSL: Hetpanoil-homoserin lactona; Cg-HSL: Octanoil-homoserin lactona;
Cs-HSL: Nonoil-homoserin lactona; Cyo-HSL: Decanoil-homoserin lactona; 3-oxo-Cg-
HSL: 3-oxo-octanoil-homoserin lactona; 3-oxo-C;p-HSL: 3-oxo-decanoil-homoserin
lactona.

Empleando la misma metodologia se analizé6 un extracto de sobrenadante de cultivo
de la cepa de referencia B. cepacia ATCC 25416 identificando, por medio de los
cromatogramas obtenidos, las moléculas C4-HSL, Cs-HSL, Cs-HSL, Co-HSL y Cyo-HSL (Figura 30).
Es importante destacar que la molécula Cs-HSL fue detectada con una abundancia de 140
Megacuentas en comparacion con C,-HSL, Cs-HSL, Co-HSL y Cyo-HSL, que exhibieron una
intensidad de 400 Kcuentas, 1,5 Mcuentas, 1 Mcuentas y 5 Mcuentas, respectivamente.
Asimismo, en este extracto se consiguid detectar trazas de 3-oxo-Cg-HSL pero no de 3-0x0-Cyqo-
HSL. Los resultados obtenidos indican que la cepa B. cepacia ATCC 25416 no solo produce Ce-
HSL y Cs-HSL, tal como fue reportado previamente, sino que ademas se comprobd que es
capaz de sintetizar otras AHLs en baja concentracion (Lewenza, et al., 1999) (Gotschlich, et al.,
2001).

Los resultados obtenidos a partir del andlisis de los extractos pertenecientes a cepas
de referencia productoras de AHLs, aplicando HPLC MS/MS-MRM, permitieron corroborar la
capacidad que presenta esta metodologia para la deteccidn e identificacién de distintas AHLs

en extractos de cultivos, a pesar de que la concentracién de dichas moléculas sea baja.
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Figura 30. Cromatogramas HPLC MS/MS-MRM de un extracto de B. cepacia ATCC 25416. Un
extracto concentrado obtenido de un cultivo liquido de la cepa B. cepacia ATCC 25416 fue
examinado mediante HPLC MS/MS-MRM, seleccionando determinados valores de m/z
correspondientes a distintas AHLs. 1: 172 m/z; 2: 200 m/z; 3: 228 m/z; 4: 242 m/z; 5: 256
m/z; 6: 270 m/z.

En la Figura 31 se exponen los cromatogramas representativos obtenidos a partir del
estudio de un extracto concentrado de cultivo plantdnico de B. contaminans, con esta
metodologia 15 cepas fueron analizadas. Este analisis se realizd al igual que los anteriores,
seleccionando determinados valores de m/z correspondientes a distintas moleculas AHLs. Los
picos cromatograficos y tiempos de retencion fueron comparados con los conseguidos a partir
de los estandares y extractos obtenidos de cepas productoras de AHLs de B. contaminans. De
esta manera se logré detectar en la mayoria de las cepas analizadas la presencia de un pico de
alta intensidad con tiempo de retencidn 4,52 (min) correspondiente a la presencia de Cg-HSL
(Figura 31). Por otro lado se logré detectar en el extracto de algunos aislados la presencia de
un segundo pico aunque de menor intensidad, con un tiempo de retencién de 7,37 minutos, al
realizar la seleccidn a 256 m/z. Estos resultados sugieren que al menos uno de los extracto de
cultivo de B. contaminans adicionalmente produce C;o-HSL. Interesantemente en algunas
cepas se logrd detectar la presencia de 2 picos con tiempos de retencién de 4,43 y 4,84
minutos, al realizar la seleccién a 242 m/z. Si bien esta sefial podria corresponder a moléculas

sefial tipo 3-oxo-Cg-HSL, los tiempos no son coincidentes (Figura 32). Estos resultados sugieren
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que en el extracto de cultivo de la cepa B. contaminans podrian estar presentes moléculas

estructuralmente semejantes a derivados de AHL.
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Figura 31. Cromatograma HPLC-MS de extracto de B. contaminans. Se observa un pico
importante con tR 4.52 min., en modo SIM de 228 (m/Z), que se corresponde a la

molécula Cg-HSL.
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Figura 32. Cromatograma HPLC-MS de extracto de B. contaminans. Se observa un pico
importante en modo SIM de 228 (m/Z) con tiempo de retencion que se corresponde a la
molécula Cg-HSL (fucsia). Los picos en marron, corresponden modo SIM 242 (m/Z) para
observar moléculas C;p-HSL, pero los tiempos de retencién no son coincidentes para

HSLs.

Para confirmar la presencia de moléculas Cg-HSL en el extracto de la cepa B.

contaminans, se realizo seguidamente el mismo extracto de cultivo un espectro de masa, que

se observa en la figura 33.
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Figura 33. Espectro de masas caracteristico del ion molecular 228 (M+H) de la
molécula Cg-HSL, en modo SCAM. También se observa M+Na 250 y los fragmentos
caracteristicos 127 y 102.

3.8. Analisis estructural del biofilm formado por B. contaminans

A efectos de avanzar en el conocimiento estructural de biofilms formados por aislados
clinicos de B. contaminans se decidié estudiar mediante microscopia ldser confocal la
arquitectura de los biofilms formados por dos aislados recuperados de muestras de esputo de
un mismo paciente fibroquistico, en dos momentos de su vida. El aislado inicial, HST 64
recuperado en el afio 2005 y el aislado HST 187 recuperado en el afio 2008, cuando se
considerd que la infeccidon era créonica. Mediante microscopia de escaneo laser confocal (CLSM)
diferenciamos estructuralmente el biofilm formado por cada aislado luego de crecer en una
camara de flujo continuo por 48 horas. Las imagenes tomadas con el microscopio fueron
procesadas usando el programa IMARIS. Se obtuvo una reconstruccién 3D de la arquitectura
del biofilm. La cepa HST 64 crecid distribuida discretamente sobre toda la superficie y
establecié un biofilm relativamente homogéneo con pequefios canales y con una altura
maxima de 17 a 19 micrometros (Figura 34). La cepa HST 187 (aislado crdnico), mostré una
estructura de mayor complejidad, pudiéndose observar canales de circulacidon de fluidos mas
definidos. La estructura del biofilm alcanzé en este caso alturas de 24 a 29 micras.

En la Figura 35 se muestran los biofilms formados por otros dos aislados clinicos de B.
contaminans recuperados de una paciente colonizada por un periodo de 4 aifos. La cepa FQ
7887 crecié distribuida uniformemente sobre toda la superficie, constituyé un biofilm
homogéneo con aparentes microcanales de circulacidn y alcanzé una altura maxima de 25 a 28
micrémetros. La cepa HSM 001 (aislado crénico), mostré una estructura mas robusta y densa.

Aunque este biofilm alcanzé un tamafio superior entre 30 y 39 micras la ausencia aparente de
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canales de circulacién denotarian una estructura de menor complejidad al compararlo con los

otros biofilms analizados.
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Figura 34. Microfografias de escaneo laser confocal de biofilm de 48 h formado por aislados
de B. contaminans. Reconstruccion 3D, cepa B. contaminans HST 64 (FQ Inicial) (izquierda) y
HST 167 (FQ-crénico) (derecha).

FQ7887-2 FQ- HSM 001

Figura 35. Microfografias de escaneo laser confocal de biofilm de 48 h formado por aislados
de B. contaminans. Reconstruccion 3D, cepa B. contaminans FQ 7887-2 (FQ Inicial) (izquierda)
y FQ HSM 001 (FQ-crénico) (derecha).
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DISCUSION

Pseudomonas aeruginosa es una de las principales bacterias que colonizan pulmones
de pacientes con fibrosis quistica. Por este motivo ha sido uno de los patégenos mas
estudiados. Las investigaciones se han centrado en los posibles mecanismos de patogenicidad
desplegados por este organismo para sobrevivir en su hospedador. En general, los pacientes
son inicialmente infectados con cepas fenotipicamente no mucoides que durante el curso de la
infeccion pasan a ser crdnicas donde adquieren un "fenotipo mucoide". El tipo mucoide
responde a la formacién de un polisacarido tipo alginato, viscoso. Aislamientos de P.
aeruginosa mucoides a partir de las secreciones del tracto respiratorio en infecciones FQ, es
tan comun que se ha descrito como una observacidon patognomodnica que ha sido asociada a
una mayor morbilidad y mortalidad (34). El fenotipo mucoide no ha sido ampliamente descrito
en las bacterias del cBc. Unos pocos informes recientes han sugerido que esto puede ser
debido a una subestimacién, ya que este morfotipo no es facilmente detectado en el
crecimiento en medios de rutina (21). Se reportd que bacterias del cBc pueden producir al
menos cuatro diferentes EPS, de los cuales la caracterizacién de la estructura quimica y
composicion de los mismos mostré que se componen de glucosa, manosa, ramnosa, galactosa
y acido glucurdnico (9)(10)(11). Aunque no se requieren para la iniciacién de la formacion de
biofilm, se demostrd que los EPS tienen un rol importante en el establecimiento de los mismos
(21). Cultivos en medio liquido han demostrado que el EPS se produce tras la entrada en fase
estacionaria. Los EPS de bacterias de la cBc parecen afectar los resultados de la
experimentacion en modelos animales de infeccion y en B. cenocepacia el fenotipo mucoide
puede persistir mas tiempo que sus variantes no mucoides (13).

Los datos presentados aqui demuestran por primera vez que B. contaminans puede
expresar el fenotipo mucoide cuando se cultiva en agar YEM. El 37.8 % de los aislados
considerados crénicos expresé el fenotipo mucoide, en contraste con el 77% de los aislados
qgue colonizan transitoriamente pacientes FQ o aun no se han convertido en “crénicos”. En
cuanto a los aislamientos ambientales mds del 80% expresd EPS. Sin embargo es curioso que,
aunque con un numero bajo, solo el 50% de los aislados recuperados de infecciones de
pacientes No-FQ produzca EPS. Dado que los reportes en B. cenocepacia muestran que las
variantes mucoides persisten mas tiempo en los modelos de ratéon e interactian mads
pobremente con los componentes de los sistemas inmunes innatos que sus variantes no
mucoides (13), es posible que el fenotipo mucoide dote a las bacterias de las herramientas
necesarias para su persistencia durante la infeccidn crdnica en el paciente FQ. Esta idea es

coherente con la observacion de que P. aeruginosa se convierte en mucoide en el curso de la
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infeccion crénica. El papel del EPS en la persistencia de los aislados mucoides de B.
contaminans, se podria asociar con la capacidad del EPS de secuestrar especies reactivas de
oxigeno, componentes clave del sistema de defensa del huésped pulmonar, y su interferencia
en la quimiotaxis de neutrdfilos como lo han sugerido en B. cenocepacia (7). Sin un analisis
guimico no se puede especificar la composicién de los EPS producidos por cada uno de los
aislados en un estudio. Sin embargo, estudios demostraron que el polisacarido mas comun
entre los producidos por bacterias del cBc, es el denominado cepacian, aunque B. multivorans
produjo otro polisacarido, PSI (37). Curiosamente en el caso de B. cenocepacia, una de las
especies mas virulentas dentro del cBc, Zlosnik y colaboradores informaron una alta frecuencia
del fenotipo no mucoide (81). Esta observacién plantea que el cambio fenotipico es en este
caso de mucoide a no mucoide, lo cual es contrario a la observacién de que la conversion de P.
aeruginosa a un fenotipo mucoide esta relacionada con un riesgo aumentado de morbilidad y
mortalidad. La conversidn mucoide a no mucoide en B. cenocepacia plantea la posibilidad de
gue los aislados no mucoides se asocian con aumento de la gravedad de la enfermedad,
mientras que el fenotipo mucoide puede estar asociado con la persistencia. En ese sentido, se
encontré que el polisacarido cepacian se requiere para la supervivencia en condiciones de
desecacion y en la resistencia a los metales toxicos, destacando su papel en la supervivencia
bacteriana en ambientes adversos (29). Por otro lado, resulta interesante el reporte de Silva 'y
colegas en donde estudiaron dos cepas clonales de B. multivorans que mostraban diferentes
morfotipos aislados de un paciente FQ con infeccién pulmonar croénica. En estos aislados los
perfiles de expresion de la cepa no mucoide revelé disminucidn de la expresiéon de genes que
codifican para productos relacionados con caracteristicas asociadas con la virulencia y el
metabolismo (68). Probablemente, este mecanismo esta presente en B. contaminans, y estaria
de acuerdo a nuestras observaciones, donde la presencia de fenotipo no mucoide es mayor en
aislados cronicos.

La secrecion de proteinas es también un mecanismo importante por el cual las
bacterias son capaces de liberar al medio ambiente productos capaces de influir en la
respuesta del hospedador y que en muchos casos son cruciales para la virulencia y la
supervivencia del patdgeno. Varios sistemas de transporte han sido implicados en la secrecién
de factores de virulencia por cepas del cBc. Entre las proteinas secretadas se describen
proteasas, hemolisinas, y adhesinas. Sistemas de secrecion Tipo | y Tipo Il fueron reportados
como responsables de la secrecidon de proteinas con actividad hemolitica en los aislamientos
de B. cenocepacia (linaje ET12) y B. vietnamiensis (27)(78). Se ha reportado que bacterias del
cBc son capaces de sintetizar numerosos productos extracelulares, pero curiosamente en la

mayoria de estos informes el perfil de toxinas extracelulares producidas por las diferentes
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especies del cBc no se han determinado. Ademas, en la mayoria de estos estudios, previo al
afo 1997, los aislados del cBc todavia eran considerados como parte de una sola especie
bacteriana (14)(58). Un trabajo minucioso realizado por D'Allicourt-Carvalho y colaboradores
en Brasil describe la secrecién de proteasas, hemolisinas y lipasas entre otros factores de
virulencia en aislados recuperados de 59 pacientes FQ que fueron colonizados por B.
cenocepacia, B. multivorans, B. vietnamiensis y B. ambifaria (26). La actividad de proteasa se
detectd sélo en B. cenocepacia y B. ambifaria. Este resultado esta en concordancia con los
hallazgos de Gotschlich y colegas (32) que informd de la actividad proteasa extracelular de B.
cepacia, B. cenocepacia y B. stabilis, mientras que la actividad proteasa extracelular no se
detectdé en B. multivorans, B. vietnamiensis y aislados de B. dolosa. Gingues y colaboradores
(31) detectaron el gen zmpA de una metaloproteasa en los aislados de B. cepacia, B.
cenocepacia, B. stabilis, B. ambifaria y B. pyrrocinia. Sin embargo este gen estaba ausente en
B. multivorans, B. vietnamiensis, B. dolosa y B. anthina. Corbett y asociados (16) demostraron
gue una metaloproteasa producida por B. cenocepacia, originalmente designado PSCP
(Pseudomonas cepacia proteasa) contribuyé a la virulencia en el modelo de infeccion
pulmonar (70). Sugirieron que PSCP directamente puede degradar tejido del huésped, lo que
permite a los organismos poder replicar en el pulmdn, alterando la respuesta inmune del
hospedador por degradacidon de inmunoglobulina u otras proteinas que participan en la
respuesta inflamatoria. Esto puede conducir a la disminucidn de la capacidad de los animales
para desactivar las bacterias. Por lo tanto, la capacidad de B. cenocepacia para producir
proteasas puede contribuir a la persistencia y al dafio del pulmén en pacientes con FQ.

A nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se ha informa sobre diferentes
caracteristicas de proteinas secretadas por aislados clinicos de B. contaminans. En nuestro
estudio, aislados locales de B. contaminans demostraron ser hemoliticos en el 43.2 % del total
de los aislados analizados, al considerar los aislados definidos como crdénicos este grupo
experimentd una disminucidn significativa de la expresion de esta propiedad en contraposicion
a aislados iniciales de pacientes FQ y No-FQ. Sin embargo, en los aislados ambientales esta
propiedad presentd una expresion similar al de los aislados crénicos, a pesar que la mayoria de
ellos no han sido tipificados a nivel de cepa; parecerian ser diferente de las cepas que
colonizan pacientes FQ. Esto probablemente significa, que es una caracteristica necesaria al
inicio de una infeccién/colonizacion. Nuestros datos difieren de los reportados por otros
autores, que encontraron que la mayoria de los aislamientos (ambientales y clinicos) que
pertenecen a B. ambifaria fueron hemoliticos y que el porcentaje de cepas hemoliticas del
medio ambiente de B. cenocepacia fue notablemente mas alto que el porcentaje de aislados

clinicos (4). En contraste, D’Allicourt-Carvalho y colegas, observaron que sélo el 55% de
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aislados clinicos de B. vietnamiensis fueron hemoliticos, mientras que B. cenocepacia, B.
multivorans, y B. ambifaria fueron negativos (26).

En relacién a la expresion de enzimas proteoliticas, nuestros datos indican que el
32,9% del total de aislados de B. contaminans expresan este tipo de exoenzimas. Al considerar
los aislados definidos como crénicos, este grupo experimentd una disminucién significativa de
la expresién de esta propiedad en contraposicion a aislados tempranos o iniciales de pacientes
FQ, sin embargo no se detectaron diferencias entre aislados No-FQ y ambientales. En contraste
D’Allicourt-Carvalho en un trabajo publicado en 2007 reportan que exoproteasas fueron
producidas por 97,5% de aislados de B. cenocepacia y por 75% de aislados de B. ambifaria,
mientras que todos los aislados de B. multivorans y B. vietnamiensis fueron negativos para este
exoenzima (26). Estas diferencias muestran posiblemente que estas bacterias deben poseer
diferentes estrategias para la colonizacion de su hospedador.

Las lipasas fueron producidas por la mayoria de los aislamientos de B. contaminans, sin
embargo, el nivel de actividad de la lipasa producida varia considerablemente entre los
mismos. Unicamente observamos disminucién significativa en la actividad lipasa sobre el
sustrato Tween 20 al comparar los aislados crénicos vs los aislados iniciales de pacientes FQ. El
papel fisiolégico de las lipasas extracelulares producidas por bacterias es probablemente
nutricional, las bacterias son propensas a hidrolizar los triglicéridos exdgenos para
proporcionar acidos grasos libres para ser utilizados como fuente de energia. Estudios llevados
a cabo por Lonon y colegas (47), han demostrado que una lipasa purificada producida por una
cepa cBc (especie no identificada) no fue citotdxica para las células Hela o a ratones, incluso
después de la inyeccidén intravenosa. En contraste, Mullen y colegas reportaron que en 2 lineas
celulares de epitelio pre-tratadas con lipasas de cepas de B. multivorans y B. cenocepacia
aumentaron significativamente la invasiéon celular (57). Por otro lado se ha informado que las
lipasas reducen la actividad fagocitica de macrdfagos en el pulmdn de rata, permitiendo la
evasién del sistema inmune, lo que sugiere que esta exoenzimas puede jugar un papel
importante en la persistencia de cBc en los pulmones de pacientes con FQ (71).

La presencia de un pigmento amarillo-verdoso ha sido una caracteristica de
identificacion de B. cepacia, pero que se encuentra mas frecuentemente en cepas de origen
vegetal y el suelo, lo que confirma otros informes que las cepas clinicas no son generalmente
pigmentada (30). Nosotros observamos en la coleccion de B. contaminans que el 63,5%
expresaban un pigmento amarillo-verdoso, 1,3% pigmento rojo y las restantes no evidenciaron
pigmentacién en el medio MH. Interesante al respecto es el reciente reporte de Porter y
colega quienes observaron que un mutante de B. cenocepacia en la produccién de pigmentos

similar a la melanina son mas sensibles al ataque oxidativo en el fagosoma de neutrofilos (61).
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Sin embargo no todas las cepas de cBc aisladas de pacientes FQ producen este pigmento, lo
gue sugiere que otros mecanismos de resistencia deben existir.

La asociacion de los biofilms bacterianos con enfermedad en el hospedador humano
ha atraido mas atencion al estudio del desarrollo microbiano en comunidad. Los biofilms
bacterianos han sido estudiados desde hace décadas, pero el reconocimiento de su
importancia en las infecciones oportunistas ha llegado mdas recientemente, a partir del interés
en el estudio de las infecciones pulmonares en pacientes FQ. Informes recientes demuestran la
capacidad de P. aeruginosa para formar biofilms en pacientes FQ y la importancia de la
produccién de sefiales tipo qudrum sensing en la regulacidon de la expresién génica en el
proceso de formacién de estas estructuras (22)(62).

Una caracteristica importante de las especies del cBc es su capacidad de formar
biofilm, considerado actualmente como una forma de virulencia microbiana. Los biofilms son
conjuntos estructuralmente complejos de células, incluidos en una matriz exopolimérica en las
gue las bacterias viven en un estilo de vida propio, protegidas de las agresiones ambientales,
generalmente resistentes a los efectos letales de los agentes antimicrobianos y las defensas
del sistema inmune del hospedador (8). Hasta el presente trabajo no habia sido reportada la
capacidad de B. contaminans de adherirse y formar biofilms en modelos abidticos. Aunque
con un numero limitado de observaciones, en nuestros resultados no encontramos diferencias
robustas en la capacidad de formar biofilm entre los aislados crdénicos y aislados tempranos o
iniciales recuperados de un mismo paciente. La visualizacidon tridimensional directa de la
estructura de los biofilms durante el desarrollo y maduracién es por hoy el gold standard del
analisis estructural del biofilm. Sin embargo, la mayoria de los biofilms fuera del laboratorio
existen en comunidades multicelulares, a menudo con similares caracteristicas morfoldgicas,
qgue pueden hacer que la separacién en especies individuales y sus efectos sobre la estructura
y caracteristica de la biofilm sean insuficientemente comprendidas. En la fibrosis quistica, P.
aeruginosa y organismos del complejo B. cepacia estan implicados en co-infecciones del
pulmén, que pueden repercutir en la patogenicidad microbiana en general en esta
enfermedad (74)(73). En ese sentido es destacable el aporte del grupo de Cowan y colegas en
el desarrollo del sistema de doble proteina fluorescente para el andlisis no destructivo de las
comunidades microbianas mediante microscopia confocal. Esa técnica podria ser
particularmente beneficiosa para las investigaciones de biofilm formados por multiples
especies donde la arquitectura tridimensional es de gran interés (20) y con la cual a futuro
pensamos trabajar en biofilms mixtos.

Se ha demostrado que el sistema CeplR del complejo B. cepacia desempeia un papel

importante en la formacion de biofilm (41). Ademas se ha reportado que la sintesis de
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moléculas derivadas del grupo acil-Homoserin-Lactona (AHL) estd muy extendida entre los
miembros del cBc (32)(49). Nosotros evaluamos la expresion de moléculas de AHS dentro de
una coleccién local de aislamientos clinicos y ambientales de B. contaminans. A tales efectos
empleamos cepas biosensoras, espectroscopia FT-IR y HPLC MS/MS. El uso combinado de
estas tecnologias nos permitio identificar la presencia de Cg-HSL. Conway y colegas, reportaron
qgue Cg-HSL es la molécula sefial mas comun dentro del cBc, mientras que especies como B.
multivorans, B. cenocepacia y B. vietnamiensis pueden sintetizar adicionalmente C¢-HSL, C,-HSL
y Cio-HSL respectivamente (15). Posiblemente debido al numero reducido de aislados
analizados y/o a la metodologia empleada, no nos fue posible detectar la expresién de otro
tipo de AHL. Sin embargo, no se evalud aun si esto se debia a una deficiencia genética. Es
sabido ademas que sefiales ambientales especificas pueden modificar la expresion en los
niveles de AHL. Las condiciones de crecimiento utilizadas aqui tal vez no han permitido que
este nivel adicional de regulacion sea manifestado en esos aislados; como es el caso de Vibrio
fischeri y P. aeruginosa, que poseen un control jerarquico de regulacidon para produccidon de
AHL (25)(46)(1), lo que también podria ser el caso de los organismos del complejo B. cepacia.
Alternativamente, como lo sefiald Lessie y colegas, las diferencias observadas en la sintesis de
HSL puede ser el resultado de reordenamientos genéticos, ya que se sabe que los organismos
del cBc tienen genomas complejos que contienen cromosomas multiples y secuencias de
insercion (45).

Estudiar la habilidad de estas bacterias de crecer sobre soportes, investigar si las
mismas son capaces de producir sefiales de qudrum sensing, identificar las mismas en caso
positivo y caracterizar la arquitectura de los biofilms formados por organismos aislados de
infecciones iniciales y crénicas representa iniciar un camino de trabajo con el objetivo final de
desarrollar nuevas estrategias para controlar y prevenir este tipo de estructuras en el caso de
que las mismas sean producidas. En esa direccion estan siendo ejecutadas nuestras nuevas

investigaciones.
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CONCLUSIONES

1. Los aislamientos clinicos de B. contaminans pueden secretar exoenzimas
(proteasas, lipasas y hemolisina) y expresar EPS bajo las condiciones ensayadas en
este trabajo. Existe una disminucidn en la expresidn de estos factores de virulencia

en aislados recuperados de infecciones crénicas.

2. B. contaminans es capaz de adherirse y crecer sobre superficies abidticas
formando biofilms. La capacidad de formaciéon de biofilms de los aislamientos
obtenidos de infecciones crénicas no presentd diferencias significativas respecto a
la capacidad de formacidn de biofilm evaluada para asilamientos iniciales, no FQ o
ambientales. Sin embargo la estructura tridimensional de los biofilms formado
por aislamientos recuperados de infecciones crénicas fue diferente a la hallada

para aislamientos iniciales.

3. Los organismos pertenecientes a la especie B. contaminans son capaces de
expresar moléculas de qudrum sensing en las condiciones ensayadas. La
proporcién de organismos productores de dichas sefiales es menor en los
aislamientos recuperados de infecciones cronicas respecto a los aislamientos de

primeras infecciones.

4. El uso de técnicas fisico-quimicas (espectroscopia FT-IR Y HPLC-MS) permitio

confirmar que B. contaminans produce al menos un tipo de molécula HSL: Cg-HSL.
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Anexo

Tabla A. Caracteristicas fenotipicas de aislados de B. contaminans.

N2 Origen Cepa Bic::f\illm B-hemol. Protedlisis EPS Pigmento

1 FQ CBC1 0,044 - -

2 FQ CBC2 1,243 - - -

3 FQ CBC3 0,047 - - -

4 FQ CBC4 0,163 - - -

5 FQ CBC5 FQB 032 0,718 - + - Amarillo-verdoso
6 FQ CBC6 0,157 ++ + +

7 FQ CBC7 0,26 - - - Amarillo-verdoso
8 FQ CBC 8 NF229 0,106 + - +

9 FQ CBC9 0,198 + 4+ ++

10 FQ CBC 10 0,13 - -

11 FQ CBC11 0,126 + ++ +

12 FQ CBC12 0,3 - - -

13 FQ CBC13 0,275 + - ++

14  FQ CBC 14 FQ9042 0,37 + +

15 FQ CBC 15 0,713 + -

16 FQ CBC 16 0,179 + + +

17 FQ CBC17 0,125 ++ ++ -

18 FQ CBC18 0,154 - - - Amarillo-verdoso
19 FQ CBC 19 0,334 - - -

20 FQ CBC 20 FQ539 0,627 - - - Amarillo-verdoso
21 FQ CBC21 0,744 - - - Amarillo-verdoso
22 FQ CBC 22 0,953 - - - Amarillo-verdoso
23 FQ CBC23 0,958 - - -

24  FQ CBC24 0,961 - - - Amarillo-verdoso
25 FQ CBC 25 1,219 - - - marrén

26 FQ CBC 26 1,443 - - -

27 FQ CBC 27 - - -

28 FQ CBC 28 - - -

29 FQ CBC 29 - - -

30 FQ CBC30 - - -

31 FQ CBC 31 + - - Amarillo-verdoso
32 FQ CBC 32 0,517 - + -

33 FQ CBC 33 - + - Amarillo-verdoso
34 FQ CBC 34 - + - Amarillo-verdoso
35 FQ CBC 35 0,396 + + -

36 FQ CBC 36 0,11 - - + Amarillo-verdoso
37 FQ CBC37 0,525 - - +

38 FQ CBC38 0,572 - - +

39 FQ CBC 39 0,591 - - + Amarillo-verdoso
40 FQ CBC 40 0,82 - - +

41  FQ CBC41 0,867 - - +
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42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ

CBC 42
CBC43
CBC44
CBC45
CBC 46
CBC 47
CBC 48
CBC 49
CBC50
CBC51
CBC 52
CBC53
CBC54
CBC55
CBC 56
CBC57
CBC58
CBC59
CBC60
CBC61
CBC 62
CBC63
CBC64
CBC 65
CBC 66
CBC 67
CBC 68
CBC 69
CBC70
CBC71
CBC 72
CBC 73 HST187
CBC74
CBC75
CBC76
CBC 77
CBC78
CBC 79 HST64
CBC 80
CBC81
CBC 82
CBC 83
CBC 84
CBC 85
CBC 86
CBC 87

0,375
0,381
0,406
0,472
0,807
1,185

1,63

0,2
1,562

0,305
1,467
0,234

1,24
1,333
0,056
0,823
0,014
0,887
0,248

0,04
0,675
0,469
0,078
0,214

++++

++++

Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso
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88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

Amb

CBC 88
CBC 89 HST32
CBC 90
CBC91
CBC92
CBC93
CBC9%4
CBC95
CBC 96
CBC 97
CBC 98
CBC99
CBC 100
CBC 101
CBC 102
CBC 103
CBC 104
CBC 105
CBC 106
CBC 107
CBC 108
CBC 109
CBC 110
CBC111
CBC 112
CBC113
CBC114
CBC 115
CBC 116
CBC117
CBC 118
CBC119
CBC 120
CBC121
CBC 122
CBC123
CBC 124 FQB 916
CBC 125
CBC 126
CBC 127
CBC 128 FQ 7887
CBC 129
CBC 130
CBC131
CBC 132
CBC 133

1,13

0,63
0,115
0,181
0,214
0,138
0,143
0,149
0,169
0,456
0,424
0,228
0,069
0,239
1,114
0,237
0,033
0,154

1,139

2,59
0,413
0,908

0,229
0,497
0,535
0,565

1,851

0,758

3,14

0,269

++

++

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso
Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso
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134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169

Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ

CBC134
CBC 135
CBC 136
CBC 137
CBC 138
CBC 139
CBC 140
CBC141
CBC 142
CBC 143
CBC 144
CBC 145
CBC 146
CBC 147
CBC 148
CBC 149
CBC 150
CBC 151
CBC 152
CBC 153
CBC 154
CBC 155
CBC 156
CBC 157
CBC 158
CBC 159
CBC 160
CBC 161
CBC 162
CBC 163
CBC 164
CBC 165
CBC 166
CBC 167
CBC 168 BC30
CBC 169

1,034
1,042
0,379
0,063
0,221
0,012
0,414
0,346
0,084
0,307
0,411
1,545
1,557
2,003

0,26
0,297
0,403
0,204
0,035

0,538

3,508

0,613

0,82

++

+++

++

++

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Bordo

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso

Amarillo-verdoso
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Tabla B. Actividad Lipolitica de aislados de B. contaminans.

Ne Origen Cepa Lip 20 SD Lip 40 SD Lip 80 SD
1 FQ-Crénico CBC 001 2,8 0,6 29,3 0,5 0,7 0,4
2 FQ-Crénico CBC 002 3,8 0,1 9,1 5,8 0,9 0,3
3 FQ-Crénico CBC 003 4,4 0,2 53 53 1,3 0,2
4 FQ-Crénico CBC 004 6,5 0,4 ND ND 0 0
5 FQ-Crénico CBC 005 7,5 0,3 16,8 0 0
6 FQ-Crénico CBC 006 24 3,2 60,3 26,5 1,8
7 FQ-Crénico CBC 007 37,1 4 26 11,4 0,9
8 FQ-Crénico CBC 008 45,6 0,9 54,4 8,7 7,8 4,7
9 FQ-Crénico CBC 009 53,5 0 ND ND 46,3 1,7
10 FQ-Crémico CBCO010 60 3,4 84,7 2,9 68,7 2,7
11 FQ-Crénico CBCO011 82,9 4 52,8 2,5 67 2,2
12 FQ-Crénico CBC 012 95,3 1,2 35,4 4,8 27,9 4,2
13 FQ-Crénico CBC 013 96,3 2,9 87 7,3 109,8 3,8
14 FQ-Crénico CBC 014 99,1 0,8 137,9 1 97,1 13,3
15 FQ-Crénico CBC 015 107,9 2,7 151,5 0,7 113,7 10,4
16 FQ-Crénico CBC 016 115,8 0,7 54,8 1,4 34,3 1,5
17  FQ-ler Aisl. CcBC077 0 2,4 53,1 5 1,3 0,8
18 FQ-ler Aisl. CBC078 7 1,9 2,1
19  FQ-ler Aisl. CBCO079 13,1 2,8 103,2 4,1 6,8
20  FQ-ler Aisl. cBCO080 26,8 8,4 0,7
21  FQ-ler Aisl. cBCo081 28,3 4,5 9,4 3
22  FQ-ler Aisl. cBC082 36,1 3 ND ND 18,9 0,3
23 FQ-ler Aisl. cBC083 37,5 6,5 125,4 3,3 12,3 2,8
24 FQ-ler Aisl. CBC 084 39,6 1,6 ND ND 17,1 1,1
25  FQ-ler Aisl. cBC085 50 0,4 44,1 1,4
26  FQ-ler Aisl. cBCO086 50,5 3,6 30,7 1,7 16,1 1,6
27  FQ-ler Aisl. cBC087 66,2 41 22,5 0,9 37,7 1,2
28  FQ-ler Aisl. cBC088 71,4 5,1 79 5,8 0,5 0,4
29  FQ-ler Aisl. cBC089 76,1 36 68,6 16,5 18,8 1
30 FQ-lerAisl. cBC090 80,4 0,3 44,1 0,9 61,8 0,8
31 FQ-ler Aisl. cBC091 84 0,3 80,7 0,3 104,3 2,5
32  FQ-lerAisl. cBC092 87,5 1,4 103,8 1,4 100,1 3,7
33  FQ-ler Aisl. cBC093 87,8 2 84,6 2 101,7 0,7
34  FQ-ler Aisl. cBC09%4 90,6 0,9 87,3 0,9 104,6 0,8
35 FQ-ler Aisl. CBC095 92 0,6 5,7 3,5 0 1,8
36 FQ-lerAisl. CBC096 94,4 3,1 138,8 5,4 105,1 3,5
37  FQ-ler Aisl. cBC097 96,9 0,9 93,6 0,9 113,4 3,6
38 FQ-lerAisl. cBC098 103,8 1,1 84,8 0,9 89,7 2
39  FQ-ler Aisl. cBC099 125,5 53 5,5 2,9 0 4,7
40  FQ-ler Aisl. CBC100 159,9 70,5 97,4 1,7 70,9 4,5
41  FQ-ler Aisl. cBC101 168,9 0,6 55,9 0 33,6 0,2
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42
43
44

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

55
56
57
58
59

FQ-1er Aisl.
FQ-1ler Aisl.
FQ-1er Aisl.

Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb

No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ

CBC 102
CBC 103
CBC 104

CBC 133
CBC 134
CBC 135
CBC 136
CBC 137
CBC 138
CBC139
CBC 140
CBC 141
CBC 142

CBC 156
CBC157
CBC 158
CBC159
CBC 160

192,6
220,1
249,4

4,2
28,9
76,3
83,9
87,7
99,9

100,5
105,1
105,9
118,2

3,5
11,6
36,2
76,7

165,4

2,5
0,8
7,9

8,3
4,5
11,8
1,4
0,6
0,6
6,2
0,6
2,9
0,3

3,7
13
3,5
4,2

41,4
72,3
102,2

ND
150,4
80,6
ND
67,7

162,5
84,2

1
26
22,5
103
46,4

2,7
6,5
4,5

ND
2,4
1,4
ND
0,7

2,4
1,4

0,9
4,7
4,6
0,6
0,5

31,6
36,4
64,3

19
125,1
111,9
79,1
87,4
59,3
108,6
55
81,1

18
14,8
5,9
93,6
27,2

2,2
4,6

1,9
3,3
51

0,5
1,7
1,5
2,6
0,2

0,1
4,3
1,5
1,8
0,4

SD: desviacion estandar. Lip20, Lip40 y Lip80 corresponden a la actividad sobre los sustratos
Tween 20, 40 y 80 respectivamente.
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INTRODUCCION

La Infeccidn respiratoria crénica por Pseudomonas aeruginosa es la principal causa de
morbilidad y mortalidad en fibrosis quistica (FQ) (9). El establecimiento de P. aeruginosa en la
infeccion crénica esta mediada por un complejo proceso adaptativo que incluye cambios
fisioldgicos producidos por la activacion de rutas regulatorias especificas, incluyendo la
induccion de la formacién de biofilms o la expresidon diferencial de genes de virulencia (43), y
cambios genéticos que conducen a la seleccién de un nimero importante de mutaciones
adaptativas requeridas para la persistencia a largo plazo (39)(30).

Los pacientes fibroquisticos con infeccidon respiratoria crdénica generalmente se
infectan con una Unica cepa de P. aeruginosa, que en la mayoria de los casos persiste a lo largo
de vida del paciente (38). Sin embargo, una de las caracteristicas distintivas de tales
infecciones es la aparicion y el establecimiento de multiples variantes fenotipica de esa
poblacién clonal (29), proceso conocido como radiacién adaptativa (34). Muchos de los
fenotipos seleccionados que han sido claramente vinculados a la adaptacién al entorno del
pulmén, favorecen la persistencia de la infeccion respiratoria crdonica (30). En efecto,
una vez que se alcanza la fase de adaptacién y la infeccidon crénica esta totalmente
establecida, su erradicacién es casi imposible. De modo que la erradicacién de las
enfermedades infecciosas se ve amenazada constantemente por microorganismos que
desarrollan nuevas estrategias de supervivencia. Durante las Ultimas décadas, varios
experimentos tedricos, fueron realizados tanto in vitro como in vivo, demostrando que los
fenotipos mutantes confieren una ventaja evolutiva en la adaptacidon bacteriana a nuevos
entornos o condiciones estresantes (11).

Los primeros experimentos encaminados a detectar mutadores utilizando cepas de
laboratorio mutagenizadas, evidenciaron diferentes estrategias de seleccion. En 1996 el grupo
de LeClerc informd una alta frecuencia de mutacion en Escherichia coli y Salmonella spp.,
desafiando la teoria de que los hipermutadores o mutadores eran raros entre las poblaciones
bacterianas (17). Tomando en conjunto estos resultados y el de otros investigadores se
conjetura que las poblaciones naturales podrian responder a la seleccion del medio ambiente
en dos maneras: i) a través de genes inducibles por estrés, usualmente partes del regulén SOS
(hipermutabilidad transiente) y ii) a través de la inactivacién de genes involucrados en sistemas
de reparacion de ADN (hipermutabilidad estable) (21). El estado mutador transitorio o
transiente, que implica la reversidn o recombinacion dentro de los alelos mutantes o la
relajacion del sistema de reparacion de bases mal apareadas (mismacth-repair system, MRS),

permite que el organismo pueda beneficiarse temporalmente de la elevada frecuencia de
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mutacion para la adaptacidn, mientras que reduce el riesgo de acumulacién de mutaciones
deletéreas.

Hipermutadores (o mutador) son aquellos microorganismos que tienen una mayor tasa
de mutacién espontanea como resultado de defectos en los sistemas de reparacién de bases
mal apareadas. Estudios previos sugieren que los eventos mutacionales juegan un papel
preponderante en la adaptacién de las bacterias y confieren un ventaja selectiva (2)(4). Estas
investigaciones demostraron que las células mutadoras, presentes regularmente en
poblaciones bacterianas en una tasa del orden de 1x10 como consecuencia de mutaciones
espontdneas en genes de reparacion del ADN, pueden ser dramaticamente amplificadas por
co-seleccién (hitchhiking) con mutaciones adaptativas, que juegan un papel importante en la
evolucidn de las poblaciones naturales de bacterias, y particularmente en el campo de las
enfermedades infecciosas (17)(29). Entre ellos, las infecciones respiratorias crénicas con
Pseudomonas aeruginosa en la fibrosis quistica fue el primer modelo natural para revelar la
alta prevalencia y el papel importante de mutadores (29) (figura 1). El desarrollo de resistencia
a antimicrobianos y adaptacién de las bacterias durante infecciones crénicas estan entre los
mas relevantes rasgos evolutivos vinculados hasta la fecha a hipermutacién en esencia

(29)(20).

Q Virulencia Q
< Mutadores &)
é Mutaciones adaptativas ©)
() Resistencia Antibidtica *
>_< Infeccion crénica @
</ ¢+

C Nomutadores
g Mutadores
Mutacionesno adaptativas
!_ Escalade colorde mutacionesadaptativas

Figura 1. Representacidon esquematica de la evolucion de P. ageruginosa durante la
infeccion pulmonar por fibrosis quistica crénica y el papel de los mutatores como
catalizadores del proceso. Tomado de Oliver y Mena 2010 (28).

El fenotipo mutador es consecuencia de un defecto o varios en los sistemas de

reparacion de bases mal apareadas y, por esta razdn, los genes implicados se conocen en
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general como genes antimutadores (21). El sistema MRS detecta y repara errores de
replicacién incluyendo cualquier tipo de mal emparejamiento o pequenas deleciones e
inserciones. La inactivacién de cualquiera de los genes clave implicados (mutS, mutly mutH, asi
como uvrD o mutU) aumenta la tasa de mutacién de 100 a 1000 veces y los tipos de
mutaciones producidas incluyen transversions G:C a A:T y A:T a G:C y deleciones o inserciones
de 1-4 pb. Otros genes mutadores incluyen mutM, mutY y mutT, que estan implicados en el
sistema que impide que las mutaciones causadas por estrés oxidativo 8-oxodG (sistema GO).
Las mutaciones en mutM y mutY dan lugar a un fenotipo mutador débil y moderado,
respectivamente. Finalmente, otros genes mutadores comprenden los que participan en la
prevencion del dafio oxidativo producidos por las especies reactivas del oxigeno, como los
genes oxyR y sodA, mutador tRNAs (mutA y mutC) o como radA y pfpl, caracterizado

recientemente en P. aeruginosa (21)(28)(35).

1.1. Hipermutadores en infecciones respiratorias de FQ

En los pacientes FQ, la alteracién de las secreciones respiratorias determina una
predisposicidn para infeccién/colonizacién broncopulmonar crénica, que es el principal motor
de la alta morbilidad y mortalidad temprana de los mismos (10). La colonizacion con S. aureus
y H. influenzae es frecuente en nifios menores de 10 afios, mientras que P. aeruginosa, es el
patdgeno mas relevante en adultos con FQ y es responsable del progresivo deterioro
broncopulmonar (18). En un trabajo pionero, Oliver y colaboradores mostraron una
prevalencia extremadamente alta (20% de los aislamientos, el 37% de los pacientes) de
mutadores de P. aeruginosa en los pacientes con FQ crénicamente colonizados de Espafia (29).
Estos numeros contrastan especialmente con la ausencia de cepas mutadoras en las
infecciones nosocomiales agudas de P. aeruginosa del mismo estudio, y con los datos
existentes en E. coli y Salmonella de poblaciones naturales, en las cuales la presencia de
mutadores era del 1%, considerandose que representa una alta prevalencia (17).
Posteriormente, un estudio longitudinal detecté cepas mutantes en el 54% de los pacientes
daneses con FQ que fueron crénicamente colonizados por P. aeruginosa. Notablemente, la
proporcién de aislamientos hipermutadores aumenté de 0% en el inicio o colonizacién
temprana a 65% después de 20 afios de la colonizacién cronica (3). Por otra parte, algunos
autores (20)(22) reportaron que habian observado una prevalencia entre 5-10% de aislados
hipermutadores en infecciones temprana de las vias respiratorias de FQ por P. aeruginosa; se
atribuyé que esto podria reflejar la prevalencia basal en el medio ambiente de hipermutadores

durante la colonizacién inicial de pacientes con FQ. Apoyo a esta hipdtesis podria encontrarse
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en un trabajo en donde se observé que el 6% de los aislados provenientes de muestras
ambientales eran hipermutadores (15). Estos resultados en conjunto sefialan, que la seleccion
positiva de mutadores parece ser una caracteristica comun de las infecciones crdnicas, y no
exclusivamente asociada a infecciones de pacientes FQ, debido a que ha sido documentado
una prevalencia muy alta de cepas hipermutadoras en pacientes con enfermedad pulmonar
obstructiva crdénica (EPOC) o bronquiectasias (19), mientras que los datos disponibles al
parecer indican una seleccidon negativa de mutadores en infecciones agudas (29)(12). Si bien
los reportes no son tan amplios como en P. aeruginosa, se ha observado una alta prevalencia
de cepas hipermutadoras en aislados de Staphylococcus aureus (33), Streptococcus
pneumoniae (23), Stenotrophomonas maltophilia (42) y Haemophilus influenzae (36) de
pacientes con FQ, lo que demuestra que este fendmeno no se limita Unicamente a P.
aeruginosa.

Dadas las caracteristicas de las infecciones pulmonares crénicas FQ, los resultados
sobre las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los aislamientos recuperados de
infecciones crdénicas de los organismos del cBc, y los vastos estudios sobre hipermutabilidad o
emergencia de cepas adaptativas en infecciones causadas por P. aeruginosa, nuestra hipotesis
de trabajo, fue asumir que en infecciones crdnicas producidas por complejo Burkholderia
cepacia existirian cepas hipermutadoras que podrian estar implicada en la adquisicién de
cambios fenotipicos relacionados a virulencia favoreciendo su persistencia en el pulmdn.
Teniendo en cuenta el contexto mencionado y el hecho que hasta la fecha no se ha reportado
esta propiedad en especies del complejo Burkholderia cepacia, nos propusimos evaluar la
ocurrencia de cepas hipermutadoras dentro de la coleccién de aislados de complejo
Burkholderia cepacia determinando la tasa de mutacién empleando la técnica de resistencia a

rifampicina y analizar si esta tiene una asociacidn con resistencia a antimicrobianos.
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OBIJETIVOS

1. Determinar en la coleccidon de aislados de complejo Burkholderia cepacia disponibles la
tasa de mutaciéon empleando la técnica de resistencia a rifampicina. Evaluar la

ocurrencia de cepas hipermutadoras en para las diferentes especies del cBc.

2. Caracterizar molecularmente los genes del sistema de reparacién de bases mal
apareadas (mismacth-repair system, MRS), principalmente genes mutS, y mutL en la

poblacién de microorganismos seleccionada como hipermutadora.

3. Evaluar una posible asociacion entre hipermutacion y resistencia antibidtica.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Coleccion de cepas de complejo B. cepacia

En esta seccién se emplearon 125 aislamientos del cBc de la coleccién del CINDEFI
(Tabla 5 al final del capitulo): 100 aislamientos fueron recuperadas de 50 pacientes FQ, 10
aislamientos provenian de 10 pacientes no-FQ y 15 de muestras ambientales. El 61% de los

aislados de esputo de pacientes FQ correspondieron a infecciones crdnicas.

2.2. Determinacion de sensibilidad a rifampicina

Las concentraciones inhibitorias minimas de antibidticos de células planctdnicas se
determinaron segun los lineamientos del Comité Nacional de Estandares de Laboratorios
Clinicos (NCCLS) establecidos en 1999, con algunas modificaciones. Las células bacterianas se
resuspenden en medio MH hasta alcanzar una densidad de 0,5 en la escala de McFarland
(DO:1 a 600 nm, 1-2 x10°® células/ ml). De esta Ultima suspension se inoculan 15 pl en placas de
96 pocillos conteniendo 135 ul de las respectivas concentraciones de los antibidticos a ensayar
(se hacen diluciones seriadas de 1 a 1024 mg/ml). Las placas luego se incuban a 37 °C por 24
horas. La concentracion inhibitoria minima (CIM) se considera como la mayor dilucién a la cual

se produce inhibicion del desarrollo microbiano (24) (37).

2.3. Ensayo de deteccion de cepas hipermutadoras

Las cepas hipermutables son reconocidas por su alta frecuencia de mutacién. Las tasas
de mutacién son determinadas por diluciones de la cepa bacteriana ensayada crecida en caldo
Luria-Bertani (LB), y plaqueadas en placas de LB agar y LB agar que contiene uno de varios
posibles antibidticos: rifampicina (Baquero et al, 2004), spectinomicina, acido nalidixico (17),
novobiocina (44), el 4cido fusidico (26) o fosfomicina (5).

Se realiz6 la metodologia descripta por Oliver y colegas (29) con modificaciones
comunicadas personalmente, como se detalla abajo.

A partir de un stock microbiano se inoculd la cepa en medio LB e incubé toda la noche (ON) a
35 °Cy 225 rpm. Luego se realizé la dilucién del cultivo ON en LB, ajustando a 1 — 2 x 10°> UFC.
Seguidamente, se inicié un cultivo ON de esta dilucién en tubo de ensayo con 3 ml de medio LB
(por quintuplicado). Se concentré el cultivo crecido a 0,3 ml mediante centrifugacién (2

minutos a 6.000 rpm) y se sembré el mismo en placas con medio LB y LB suplementado. En
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placas de LB agar se sembraron 100 pl de una dilucién 1x10” del cultivo concentrado y en
placas de LB agar suplementadas con rifampicina 300 pg/ml se sembraron 100 pl del cultivo

concentrado. Se incubé a 35 °C durante 24 horas y 36 horas (placas con antibiético).

2.4. Determinacion de Tasa de Mutacién

La determinacién de las tasas de mutacién han sido previamente descripta (6). En E.
coli, las categorias fenotipicas fueron establecidos por Baquero y colegas (2004) (1), quienes
definen cuatro categorias de cepas bacterianas segun sus frecuencias de mutacién (f) para
aislamientos clinicos: hipomutable (f < 7 x10°°), normomutable (7 x10° < f < 2 x10”), mutator
débil (2 x10”7 < f < 1 x10°) y mutador fuerte o hipermutador ( f > 1 x10°®). Denamur y colegas
(2002) (5) propusieron que una cepa debe ser considerado un mutador cuando las frecuencias
de las mutaciones que confieren resistencia a la rifampicina fueron 10-veces mas alta que el
valor medio de mutagénesis observado para todos las cepas en estudio. En este trabajo se
consideré como mutador los aislados que tuvieran 20 veces mas alta la tasa de mutacién que
la determinada para la cepa de referencia no mutadora de Pseudomonas aeruginosa-PAO1
ATCC 27253.

Para estimar la tasa de mutacion se utilizé el programa informatico FT (fluctuation

test) de acceso libre (41).

2.5. Secuenciacion de genes mutS y mutlL

El ADN gendmico de las cepas de complejo Burkholderia cepacia se extrajo utilizando
un kit de aislamiento de ADN de Qiagen. En cepas de fenotipo salvaje y todas las cepas de
fenotipo hipermutador, el gen mutS fue secuenciado en busca de mutaciones. Para tal fin se
utilizaron los cebadores disefiados y descriptos en la Tabla 1. La secuencia fue llevada a cabo
en un ABI3700 Macrogen secuenciador automatico de ADN. Los analisis de la relacién entre la
hipermutabilidad y mutaciones observadas en mutS y mutL incluyeron sélo mutaciones no
sindnimas, que se espera para producir una pérdida parcial o completa de la funcién en los
genes por la generacion de codones de parada prematuros, por cambios de los marcos de
lectura o deleciones / inserciones en la codificacién de la secuencia. La secuencia del gen de la
cepa B. cenocepacia 12315 (http://www.genbank.com) se utilizé para comparar y predecir el
efecto de mutaciones no sindnimas (missense) en la funciéon de la proteina. Se utilizé el
software SIFT con pardametros configurado por defecto. Las mutaciones fueron considerados

como no tolerada cuando P <0,05 (16).
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Tabla 1. Cebadores utilizados para la secuenciacion de genes antimutadores.

Genes Secuencia

mutS Fwl 5-ATGACCACGCTGTCGCC-3'
Rv1 5'-GGTCTGGCCGCGCGTGAC-3'
Fw 2 5'-GCCAGATCGCCGACGTC-3'
Rv 2 5'-CGCAGTTCGTACAGCAGGT-3'
Fw 3 5'-TTACGCGTGCCCGTCGG-3'

mutl Fwl  5-ATGTCCGATATCACCGAAACGG-3
Fw2  5-CGTGCTGCACGGCGACCG-3'
Rv1 5'TCAGCGTGAGCTGATACCA-3'

2.6. Determinacion de la concentracion inhibitoria

La concentracién inhibitoria minima (CIM) para cada antibidtico y cepa fue obtenida
usando un sistema automatizado Vitek2 de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para los
valores de corte de CIM se siguieron las recomendaciones del National Clinical and Laboratory
Standarts Institute (NCLSI) (24)(25). El sistema Vitex2 posee un método homologado mediante
el cual determina la CIM en base a algoritmos, que relacionan el crecimiento bacteriano en
cuatro concentraciones de antibidtico, cubriendo concentracion que van desde 0,5 a 64 pg/ml
dependiendo de cada antibidtico. Los antibidticos ensayados fueron los siguientes: ampicilina
(AM), ampicilina-sulbatam (SAM), piperaciclin-tazobactam (TZP), cefalotaxime (CF), cefoxitina
(FOX), cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ), cefepime (FEP), imipenem (IPM), meropenem
(MEM), amikacina (AN), gentamicina (GM), acido nalidixico (NA), ciprofloxacina (CIP),
nitrofuroin (FT), colistina (CS) y trimetroprime-sulfametoxazol (SXT). P. aeruginosa ATCC 27853

fue usada como control en todos los ensayos.
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RESULTADOS
3.1. Ensayo de resistencia a rifampicina

El ensayo de CIM permitié conocer en muestras aleatorias de los aislados analizados el
grado intrinseco de resistencia al antibidtico rifampicina. Los resultados indican que este
antibidtico podria utilizarse en concentraciones iguales a las descriptas para analizar aislados
de P. aeruginosa.

En la Figura 2 se muestra una placa multipocillo inoculada con cepas control y aislados
clinicos. Las concentraciones cubren el rango de 1 a 1024 ug/ml de rifampicina. En la Tabla 2,
se resume los resultados del estudio realizado sobre 20 aislados (tomados aleatoriamente de
la coleccién a estudiar) y los valores detectados para las cepas de referencia P. aeruginosa

ATCC 27853 y su respectivo mutante.
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Figura 2. Placa multipocillo. Concentracidn de rifampicina de 1 a 1024 ug/ml (izquierda a
derecha). A y B cepas de referencia P. aeruginosa ATCC 27853 y P. aeruginosa-mutS; C- H,
Burkholderia contaminans. Se observa que la ultima fila (H) corresponde a un fenotipo
hipermutador.

Tabla 2. Concentracién Inhibitoria Minima a rifampicina.

Especies (ug/ml)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2
Pseudomonas aeruginosa PAO1-mutS 256

Burkholderia contaminans (aislados clinicos No-FQ) 2-4
Burkholderia contaminans (aislados ambientales) 1-2

Burkholderia contaminans (aislado clinico FQ) 2-8
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3.2. Deteccion de hipermutadores

Para el calculo de frecuencia y tasa de mutacidn se analizaron 1500 placas (Figura 3)
correspondientes a 125 aislados identificados previamente a nivel de especies del complejo B.
cepacia por secuenciacién de gen recA (Tabla 4, al final del capitulo). El 13,6% (17 cepas)
exhibieron un fenotipo mutador con una tasa de mutacién mediana de 3,60 x10°. Se considera
un mutador cuando las frecuencias de mutacion correspondientes fueron al menos 20 veces

mayor que las observadas para no mutador de P. aeruginosa PAO1 (Figura 4).

Figura 3. Colonias de B. contaminans crecidas en agar LB suplementado con 300 ug/ml
de rifampicina. A) Fenotipo hipermutador y B) fenotipo normomutador.

En 48 pacientes con FQ, tres grupos de aislamientos fueron distinguidos: un grupo de no
mutadores, con una frecuencia de mutacién mediana de 4,80 x107° (1,20 x10° a 1,41 x10'8), un
grupo de mutadores débiles, con una frecuencia de mutacidén mediana de 2,86 x10® (1,50 x10®
a 5,11 x10®) y un grupo de mutadores con una frecuencia de mutacién mediana de 7,23 x10”
(6,10 x10” a 5,23 x10®°) mostrando que en los pulmones de pacientes FQ estan presentes
diferentes subpoblaciones bacterianas. De los 100 aislamientos de cBc obtenidos de esputo de
48 pacientes con FQ, 14 aislamientos de 11 pacientes (22,9%) mostraron un fenotipo mutador.
En estos pacientes, la proporcion total de los aislamientos con fenotipo mutador frente a un
fenotipo no mutador fue de 31,8%. En los restantes aislados de la coleccion, conformados por
muestras de pacientes no-FQ y de muestras ambientales, se observé sélo en tres cepas (2 1,
respectivamente) fenotipo hipermutador mediante el ensayo de tasa de mutacién a
rifampicina. En estos grupos, las cepas no mutadoras tenia un rango de tasa de mutacién entre
6,14 x10™°y 2,73 x10°® (tasa de mutacién mediana de 7,76 x10°), mientras que los de las cepas

mutantes eran entre 3,11 x107 v9,3 x10®. Como controles, se estimaron las tasas de mutacion
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de las cepas de laboratorio P. aeruginosa PAO1 y Paol-mutS, siendo respectivamente de 2,84

x10°y 5,05 x10”.

3.3. Prevalencia cepas mutantes en complejo B. cepacia

Dentro de los aislados clinicos con fenotipo mutador, un aislado recuperado de un
Unico paciente fue de la especie B. multivorans, 2 aislados de un paciente fueron B. cepacia, 5
aislamientos fueron B. cenocepacia y fueron muestreados de cuatro pacientes y 8 aislamientos
obtenidos de 7 pacientes fueron identificados como B. contaminans; mientras que una Unica
muestra ambiental fue B. lata. Como se muestra en la Tabla 3, ningun aislamiento de B.

vietnamiensis y B. seminalis presentaron fenotipo hipermutador.

Tabla 3. Porcentaje de aislados hipermutadores por especies.

Especies Num. total % Hipermutador
de aislados
B. cepacia 13 154
B. multivorans 11 9,1
B. cenocepacia 16 31,2
B. vietnamiensis 3 0
B. seminalis 5 0
B. contaminans 74 10,8
B. lata 3 33,3
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Figura 4. Tasa de mutacion a Rifampicina para 125 aislamientos de cBc provenientes de 48 pacientes
FQ, 8 aislamientos procedentes de pacientes no-FQ y 16 muestras del medio ambiente. El P. aeruginosa
cepa PAO1 y PAO-mutS, se incluyeron como control. Las lineas discontinuas representan una tasa de
mutacidn 20 veces mayor que la cepa PAO1 salvaje.
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3.4. Caracterizacion molecular de las cepas hipermutadoras

La base genética para la hipermutabilidad se investigd mediante andlisis de secuencia
de los genes mutS y mutL en las 17 cepas de cBc hipermutables. Mediante el analisis con el
software SIFT se determind si las mutaciones eran responsables de la inactivacidon de la
proteina y por lo tanto la causa del fenotipo hipermutador. En la Tabla 5, se observan los

cambios a nivel de ADN y su efecto en la funcidn de la proteina.

Tabla 5. Mutaciones en los genes mutS y mutL.

Cepas Pte. Tasa d?, muts - mutt
Mutacion Mutacién A.A. cambio

B. cepacia

CBC 003 P1 6,100E'08 no encontrada no encontrada

CBC009 P1 6,544E'07 no encontrada no encontrada
B. multivorans

CBC018 P8  7,910E”
B. cenocepacia

CBC032 P13 6,882E%

CBC025 P10 1,090

CBC029 P12 5,428 AaTen68, Ta KaMen23, M

Gen2111,Ga
Aen2113,AaC

aRen704,Da
Ten705,E aR

en2114,GaA en 706.
en 2116
CBCO30 P12  1,009E*
CBC103 P51  3,110E”
B. contaminans
CBC 062 P25 9,609E'08 no encontrada no encontrada
CBC069 P28 5,958E'07 no encontrada no encontrada
CBC099 P47 1,067E®
CBC088 P41 1,071E'06 no encontrada no encontrada
CBCO54 P21  1,075E™®
CBCO73 P29 1,812E®
CBC108 P56 9,302E'06 no encontrada no encontrada
CBCO74 P29 5,231E® TaCen 1890 GaRen630
B. lata
CBC123 M14 2,184

Como se habia comentado previamente, el desarrollo de resistencia a antimicrobianos
y adaptacién de las bacterias durante infecciones crdénicas estan entre los mas relevantes
rasgos evolutivos vinculados a hipermutaciéon (29)(20). Por esta razon evaluamos la
sensibilidad a 16 antibidticos y analizamos si existian diferencias entre la poblacién de cepas

mutadoras y no mutadoras recuperada de aislamientos clinicos y ambientales.
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3.5. Susceptibilidad de células plancténicas del cBc frente a antimicrobianos

Se determinaron las CIM a 125 aislados de cBc empleando un sistema automatizado
Vitek2, siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir de una suspensién estandar 0,5 de
McFarland se prepard una dilucién con la cual se cargd cada tarjeta que contenia los 16
antibiodticos a ensayar. En la Tabla 6 (al final del capitulo), se muestran los valores de CIM en
ug/ml para todos los antibidticos y para cada cepa estudiada. En la Figura 5, se observa para
cada antibidtico ensayado los porcentajes de aislados resistentes agrupados por especies.

En general, todas las especies de cBc analizadas en este estudio presentaron elevada
resistencia a los antibidticos B-lactamicos y cefalosporinas de primera y segunda generacion
(CF y FOX). Es interesante notar que el 35% de aislados de B. cepacia mostraron resistencia
ante cefalosporinas de tercera y cuarta generacién y B-lactdmicos en combinacion a
inhibidores como TZP; para este ultimo también B. contaminans con mas del 80%. Para los
antibidticos tipo Carbapenem, excepcionalmente 3 aislados de B. contaminans recuperados de
2 pacientes FQ mostraron resistencia a MEM. Sin embargo, para el caso de IMP excluyendo a
B. lata los restantes aislados del cBc, evidenciaron resistencia aproximadamente en un 50%.
Para los antibidticos del tipo aminoglicdsidos se observd resistencias variables entre las
especies que abarcan entre el 35 al 90% de aislados, salvo para el caso de B. lata que fue
sensible a AN. Entre los antibidticos denominados quinolonas, CIP y FT mostraron menor
porcentaje de aislados resistentes en comparacion con NA, sin embargo todas las especies
presentaron resistencia entre el 10 y 70%. Como es de esperarse para CS solo unos pocos
aislados de B. contaminas y B. vietnamiensis principalmente de muestras ambientales,
mostraron sensibilidad, los demas fueron resistentes. Para el caso de sulfametoxazol-
trimetroprima unos pocos aislados de B. cenocepacia, B. contaminans, B. multivorans y B.
vietnaminesis evidenciaron resistencia.

En la figura 6, se muestra la actividad diferencial de los antibidticos mencionados sobre
los aislamientos diferenciados como: FQ mutadores, FQ no mutadores y aislados no FQ. Para la
mayoria de los antibidticos se observé homogeneidad en la resistencia para cada antibidtico
entre los 3 grupos. Sin embargo, para aislamientos recuperados de pacientes FQ se encontré
una diferencia significativa (p<0,05) en la resistencia a los antibiédticos CAZ, FEP, IPM, MEN, AN,

NA, CIP en relacién a los aislados recuperados de pacientes No-FQ y ambientales
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B B. cenocepacia M B. cepacia W B. contaminans M B. lgta W B. mulitivorans W B. seminalis ™ B. vietnamiensis

%alslados reslentes

AM SAM L Vid CF FOX (4 )4 CAZ FEP
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Figura 5. Diferencias en la susceptibilidad antibidtica en especies de cBc. Se muestra
porcentaje de aislados resistentes, segin normas CLSI M100-S17. El nimero de aislados
analizados de cada especie fueron: 15 B. cenocepacia, 13 B. cepacia, 74 B. contaminans, 3
B. lata, 11 B. multivorans, 5 B. seminalis y 5 B. vietnamiensis.

1000 » HM-FQ B NoH-FQ B Otros (No FQ - Amb)
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Figura 6. Diferencias en la resistencia a los antibidticos en cBc entre los 14 Hipermutadores
FQ (barras verdes), 85 aislados FQ no mutadores (barras violetas) y 22 aislamientos No-FQ y
ambientales (barras azul).
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DISCUSION

A excepcidn de Burkholderia lata, las cepas hipermutadoras presentes en B. cepacia,
B. multivorans, B. cenocepacia y B. contaminans provienen de aislados recuperados de
infecciones crdnicas. Este origen estaria de acuerdo al observado por otros autores donde
reportaron la presencia de bacterias hipermutadoras en infecciones crdnicas de pacientes FQ y
no FQ (33)(23)(42)(36)(19). En cuanto al analisis molecular de los genes responsables del
fenotipo hipermutador, el andlisis de secuencia de los genes mutS y mutL reveld una
heterogeneidad de las mutaciones en los mismos, responsables del fenotipo hipermutador en
los aislamientos estudiados en este trabajo. Ninguna de estas mutaciones (stop y sustituciones
de aminoacidos) se han descrito previamente en genes homadlogos de otras especies con cepas
mutadoras. Sin embargo, en los restantes aislados hipermutadores donde la secuencia de los
genes mutS y mutL permanecié sin mutaciones (sin cambios funcional), otros genes alterados
serian la causa de este fenotipo.

En el cBc se observd una frecuencia de cepas mutadoras mucho menor que la
reportada en otras especies (31)(13) recuperadas de pacientes FQ. Este escenario podria
deberse a: i) que los aislamientos pertenecen a pacientes FQ que llevan un corto periodo de
cronicidad en infecciones por estas especies, o bien ii) la baja frecuencia de mutadores sea
compensado con una mayor tasa de recombinacidon y el gran genoma que ofrece alta
plasticidad metabdlica.

En este capitulo se presentan los resultados de una comparacion sistematica de la
sensibilidad in vitro a 17 antimicrobianos de 125 aislamientos de diferentes especies del cBc
obtenidos de pacientes con fibrosis quistica (con infeccidon crénica e inicial), aislamientos
clinicos no FQ y ambientales. Los perfiles de resistencia a los antimicrobianos obtenidos
destacan las altas tasas de resistencia antimicrobiana de aislados del cBc principalmente de
pacientes con FQ. Los antimicrobianos mas eficaces in vitro fueron Meropenem, Ceftazidima,
Cefepina y la combinacién de Piperacilina-Tazobactam y Trimetropima-Sulfametaxazol,
confirmando indicaciones anteriores de que Ceftazidima es uno de los pocos agentes
antimicrobianos eficaces contra las infecciones causadas por bacterias del cBc (40)(45).
Notable similitud en las tasas de resistencia a Imipenem se observd entre los aislados
pertenecientes a B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. contaminans y B. stabilis, no asi
B. lata y B. vietnamiensis que fueron sensibles; sin embargo se debe considerar la baja
representacién con 5 aislados. Probablemente la alta sensibilidad mostrada a Meropenem se
deba a que este sélo se administra en pacientes internados. La resistencia a los

aminoglucésidos como la Gentamicina se debe a la presencia de enzimas modificadoras de
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aminoglucésidos, conjuntamente con alteraciones en la permeabilidad de la membrana
externa. La resistencia a antibidticos b-lactdmicos es usualmente mediada por la presencia de
b-lactamasas inducibles, cuyos genes estan localizados en el cromosoma bacteriano y pueden
hidrolizar penicilinas, Cefalosporinas y Aztreonam en menor medida (32), mientas que las
alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa pueden contribuir a la resistencia a
los b-lactdmicos; por otro lado la adquisicién de b-lactamasas plasmidicas permiten hidrolizar
con relativa facilidad Imipenem (27). Este completo arsenal en mecanismos de resistencia
posee una base genética y pueden ser adquiridas por conjugacidn, transformacién y / o
transduccion, y se incorporan a veces en la cepa receptora por eventos de recombinacion y por
otro lado la generacion de fenotipos resistentes a los antibidticos puede ser causada por
mutaciones en el promotor o las regiones codificantes de los genes estructurales o
regulatorios. Estas mutaciones dan lugar a diversos niveles de resistencia a los antibidticos
debido a lo siguiente: i) reduccidn de la absorcidn de los antibidticos; ii) incremento en la
expresion de sistemas de eflujo que confieren resistencia a multiples antibidticos; iii)
modificacién del sitio diana; iv) sobreproduccion de la diana; v) expresion de b-lactamasas de
espectro extendido (ESBL); vi) sobreproduccion de b-lactamasas; y vii) expresidon de proteinas
secuestrantes de unidn a antibidtico. La probabilidad de adquirir nuevas funciones por
mutacion y recombinacion estd aumentada considerablemente en cepas deficientes en el
sistema MRS (14).

La supervivencia de P. aeruginosa en infecciones crdnicas de pacientes FQ se basa en
un proceso de adaptacidon genética que consiste en mutaciones en genes especificos, que
pueden producir fenotipos ventajosos y asegurar su persistencia en el pulmén. Entre ellas, las
mutaciones que inactivan el regulador MucA (biosintesis de alginato), LasR (quorum sensing) y
MexZ (multirresistencia por bomba de eflujo MexXY) son las mas frecuentemente observadas,
junto a la inactivacion del sistema MRS, que da lugar a fenotipos hipermutadores que podrian
contribuir a esta mutagénesis adaptativa en virtud de un aumento de la tasa de mutacion (8).
Sin embargo, Feliziani y colegas no observaron una asociacion directa entre hipermutadores vy
la adquisicién de aquellas mutaciones adaptativas, salvo el incremento de resistencia
antibidtica (8). No obstante la conexidn entre la hipermutacion y resistencia a los antibidticos
sigue siendo controvertida. Denamur y colegas (5) demostraron que cepas de E. coli
uropatégenas mutadoras no son mas resistentes a los antibidticos que las no mutadoras, y no
encontraron cepas mutantes que mostraran resistencia a multiples antibidticos. Sin embargo,
evidencias claras y contundentes fueron presentadas por Oliver y colegas, al describir
diferencias en el patron de resistencia antibidtica entre cepas mutadoras y no mutadoras de P.

aeruginosa recuperadas de pacientes FQ colonizados (29). En nuestros estudios, cepas
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hipermutables presentaron una prevalencia del 13.6% y aunque se observaron diferencias en
el porcentaje de aislados resistentes al comparar con el grupo no mutador, estas no fueron
significativas.

En resumen, nuestros resultados muestran que cepas hipermutables estan presentes
en aislados del complejo Burkholderia cepacia y son de hecho mas frecuentes en aislados
recuperados de las infecciones crénicas, y que probablemente su co-seleccién no esté
relacionada con mutaciones que confieren resistencia antibidtica sino mds bien con
mutaciones que permitan la adaptacién a infecciones de largo plazo. Estos resultados son sin
duda un paso adelante en nuestra comprension de la epidemiologia de las infecciones crénicas

por microorganismos hipermutables de estas especies.

Evaluamos finalmente si los aislados identificados como hipermutadores presentan en
conjunto caracteristicas comunes a aquellos recuperados de las infecciones crénicas. Para ello
se realizd un estudio comparativo de las propiedades fenotipicas (protedlisis, hemdlisis,
lipdlisis, EPS, QS y formaciéon de biofilm) de los aislamientos identificados como
hipermutadores (Hipermutadores, P1), de los recuperados de primeras infecciones de
pacientes FQ (FQ-iniciales, P2) y de los obtenidos de infecciones croénicas (FQ-cronicas, P3)
empleando los resultados obtenidos en el capitulo IV en un contexto de estructura
poblacional, utilizando el programa informatico Arlequin 3.5 y NTSYSpc 2.20N (7). Estos
programas se emplean para estudios de genética de poblacién y se aplica a marcadores
genéticos. A través del mismo es posible realizar un andlisis poblacional que permite inferir la
presencia de grupos o subpoblaciones y la asignacion de los individuos (en este caso aislados
clinicos) a los mismos. El sistema realiza este procedimiento midiendo las distancias relativas
entre los grupos, estableciendo a través de las mismas si las poblaciones estan relacionadas o
no, En nuestro caso analizamos las caracteristicas fenotipicas de las 3 poblaciones
introducidas al sistema de manera codificada,. Los resultados (Tabla 7, al final del capitulo)
muestran que hay distancias significativas (P<0,05) entre las poblaciones 1-2 (hipermutadoras
vs FQ iniciales) y entre las poblaciones 2-3 (FQ iniciales vs FQ crénicos). La distancia entre las
poblaciones 1-3 (hipermutadoras vs FQ crénicos) no mostré tener diferencias significativas, es
decir que estas poblaciones estarian relacionadas. Si bien estos resultados son preliminares y
deberiamos comprobarlos con otros sistemas multivariantes de analisis poblacional, nos da
indicios que las caracteristicas (asociadas a los factores de virulencia) expresadas en estos

aislados hipermutadores estarian asociadas a la infeccién croénica.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente capitulo, permiten abordar las siguientes

conclusiones:
1. Elfenotipo hipermutador estd presente en especies del complejo B. cepacia.

2. La hipermutacién en especies del cBc estaria asociada al proceso de infeccidn

crénica, a excepcién de B. lata.

3. Existe diferencias en el perfil de susceptibilidad antimicrobiana entre las diferentes

especies del cBc a los distintos antibidticos ensayados.

4. El perfil de resistencia a los diferentes antibidticos fue similar entre las cepas

hipermutadoras y los aislados de infecciones crdénicas.

5. El analisis en conjunto de las caracteristicas fenotipicas, sitia a los aislados
hipermutadores préximos en similitud a los aislados crénicos, lo que sugiere la

expresién de caracteristicas semejantes.
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Anexo

Tabla 5. Tasa de mutacién de aislados cBc.

Cepas Especie Pte. Afio Origen  Muestra Pcia. Cronicidad mJ:cZScaién
CBC 001 B. cepacia P1 2009 FQ esputo  Cérdoba + 6,010E-09
CBC 002 B. cepacia P1 2009 FQ esputo  Cérdoba + 4,831E-09
CBC 003 B. cepacia P1 2009 FQ esputo Cérdoba + 6,100E-08
CBC 004 B. cepacia P1 2009 FQ esputo  Cérdoba + 3,615E-08
CBC 005 B. cepacia P1 2010 FQ esputo Cérdoba + 6,688E-09
CBC 006 B. cepacia P1 2010 FQ esputo  Cérdoba + 1,750E-08
CBC 007 B. cepacia P1 2010 FQ esputo Cérdoba + 5,981E-09
CBC 008 B. cepacia P1 2011 FQ esputo Cordoba + 6,297E-09
CBC 009 B. cepacia P1 2011 FQ esputo Cérdoba + 6,544E-07
CBC 010 B. cepacia P2 2010 FQ esputo La Plata + 5,039E-09
CBC 011 B. cepacia P3 2010 FQ esputo Cérdoba nd 4,750E-09
CBC 012 B. cepacia P4 2009 FQ esputo B. Aires nd 1,256E-08
CBC 013 B. multivorans P5 2008 FQ esputo La Plata 2,740E-09
CBC 014 B. multivorans P5 2009 FQ esputo La Plata + 1,200E-08
CBC 015 B. multivorans P6 2010 FQ esputo La Plata nd 5,254E-09
CBC 016 B. multivorans P7 2012 FQ esputo Cdérdoba 6,34E-09
CBC 017 B. multivorans P8 2010 FQ esputo La Plata 1,267E-08
CBC 018 B. multivorans P8 2010 FQ esputo La Plata + 7,910E-07
CBC 019 B. multivorans P8 2011 FQ esputo La Plata + 5,886E-09
CBC 020 B. multivorans P8 2011 FQ esputo La Plata + 1,207E-09
CBC 021 B. multivorans P8 2012 FQ esputo La Plata + 5,930E-09
CBC 022 B. multivorans P8 2012 FQ esputo La Plata + 2,245E-09
CBC 023 B cenocepacia P9 2009 FQ esputo La Plata 7,975E-09
CBC 024 B. cenocepacia P9 2012 FQ esputo La Plata nd 3,767E-08
CBC 025 B. cenocepacia P10 2009 FQ esputo Cérdoba + 1,090E-07
CBC 026 B. cenocepacia P11 2012 FQ esputo La Plata 3,826E-09
CBC 027 B. cenocepacia P12 2009 FQ esputo La Plata + 1,036E-08
CBC 028 B. cenocepacia P12 2011 FQ esputo La Plata + 2,863E-08
CBC 029 B. cenocepacia P12 2011 FQ esputo La Plata + 5,428E-07
CBC 030 B. cenocepacia P12 2012 FQ esputo La Plata + 1,009E-06
CBC 031 B. cenocepacia P13 2010 FQ esputo La Plata + 2,895E-09
CBC 032 B. cenocepacia P13 2010 FQ esputo La Plata + 6,882E-08
CBC 033 B. cenocepacia P13 2011 FQ esputo La Plata + 3,303E-09
CBC 034 B. cenocepacia P13 2011 FQ esputo La Plata + 2,478E-08
CBC 035 B. cenocepacia P14 2009 FQ esputo La Plata + 5,556E-09
CBC 036 B. cenocepacia P15 2009 FQ esputo La Plata nd 4,698E-09
CBC 037 B. vietnamiensis P16 2008 FQ esputo La Plata 4,671E-09
CBC 038 B. vietnamiensis P17 2012 FQ esputo La Plata + 1,762E-09
CBC 039 B. seminalis P18 2003 FQ esputo Cérdoba 1,265E-09
CBC 040 B. seminalis P18 2009 FQ esputo Cérdoba + 1,300E-09
CBC 041 B. seminalis P18 2009 FQ esputo Cérdoba + 3,320E-09
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CBC 042
CBC 043
CBC 044
CBC 045
CBC 046
CBC 047
CBC048
CBC 049
CBC 050
CBC 051
CBCO052
CBCO053
CBC 054
CBCO055
CBC 056
CBC 057
CBC 058
CBCO059
CBC 060
CBC 061
CBC 062
CBC063
CBC 064
CBC 065
CBC 066
CBC 067
CBC 068
CBC 069
CBC 070
CBC 071
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CBC 073
CBC 074
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CBCO77
CBCO078
CBCO79
CBC 080
CBC 081
CBC 082
CBCO083
CBC 084
CBC 085
CBC 086
CBC 087
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. contaminans
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. contaminans
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. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans

. contaminans

P18
P18
P19
P19
P20
P20
P21
P21
P21
P21
P21
P21
P21
P21
P22
P23
P24
P24
P24
P25
P25
P25
P25
P26
P26
P27
P27
P28
P28
P28
P29
P29
P29
P30
P31
P31
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P40

2007
2011
2004
2009
2004
2005
2010
2010
2010
2010
2011
2011
2011
2011
2012
2009
2004
2004
2003
2005
2009
2009
2011
2005
2006
2004
2005
2010
2011
2011
2011
2012
2012
2010
2008
2008
2010
2004
2012
2009
2010
2004
2004
2010
2005
2004

FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ
FQ

esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo

esputo

Cérdoba
Cérdoba
La Plata
La Plata
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
La Plata
La Plata
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
Cérdoba
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
Cérdoba
La Plata
Cérdoba
La Plata
La Plata

nd
nd

4,663E-09
5,182E-09
4,839E-08
9,683E-09
2,392E-09
6,373E-09
3,204E-09
1,896E-08
3,128E-09
3,461E-09
4,796E-09
8,134E-09
1,075E-06
1,790E-09
6,89E-09
3,547E-09
1,474€-09
5,162E-09
8,156E-09
4,946E-09
9,609E-08
4,810E-09
5,486E-09
2,599E-09
8,444E-09
4,561E-09
1,665E-09
5,958E-07
7,220E-09
1,608E-09
2,553E-09
1,812E-06
5,231E-05
3,988E-09
2,990E-09
5,110E-08
2,882E-09
3,954E-09
1,50E-08
6,66E-09
1,036E-08
3,080E-09
1,113E-08
1,203E-09
3,107E-09
1,869E-08
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CBC 088
CBC 089
CBC 090
CBC 091
CBC 092
CBC 093
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CBC 095
CBC 096
CBC 097
CBC 098
CBC099
CBC 100
CBC 101
CBC 102
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CBC 104
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CBC 107
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CBC114
CBC 115
CBC116
CBC 117
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CBC 119
CBC120
CBC121
CBC 122
CBC 123
CBC124
CBC 125

s BN~ VRN~ SN - I R« N - N s VI - VAN N - R« N - "IN s VNN« VRN I - B« "N« K+ "IN s VAN~ - N« B - "I« VI s VN N - I« - B - " s VIR s VIR o

. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. contaminans
. multivorans

. cenocepacia

. cenocepacia

. contaminans
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contaminans
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contaminans

. contaminans

. contaminans

lata

. lata

. lata

P. aeruginosa ATCC 27853

P. aeruginosa ATCC 27853-mutS

P41
P41
P42
P42
P43
P44
P44
P44
P44
P45
P46
P47
P48
P49
P50
P51
P52
P53
P54
P55
P56
P57
P58
M1
M2
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16

2011
2011
2004
2011
2010
2004
2009
2010
2011
2004
2009
2009
2009
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2005
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2011
2005
2005
2005
2005
2005
2001
2009
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1998
2009
2009
2008
2007
2007
2011
2005
2009
2009
2009
2009

No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
No-FQ
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb

esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
esputo
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
sangre
suelo
agua
agua
agua
agua
agua
agua
agua
agua
agua
agua
agua
agua
agua

agua

La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
La Plata
B. Aires
B. Aires
B. Aires
La Plata
La Plata
B. Aires
La Plata
La Plata
B. aires
B. Aires
B. Aires
B. Aires
B. Aires
Cérdoba
Cérdoba
La Plata
B. Aires
B. Aires
B. Aires
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
B. Aires
Cérdoba
Cérdoba

nd
nd
nd

1,071E-06
1,410E-08
3,303E-09
3,536E-08
1,037E-08
1,120E-08
9,852E-09
1,868E-09
2,294E-09
1,025E-08
5,048E-09
1,067E-06
7,731E-09
5,455E-09
7,831E-09
3,110E-07
1,18E-08
7,156E-10
7,695E-09
3,277E-09
9,302E-06
5,954E-09
9,990E-09
1,394E-08
6,632E-09
6,095E-09
1,536E-08
5,069E-09
2,732E-08
1,267E-08
9,580E-09
3,011E-09
2,711E-09
9,647E-09
1,080E-08
2,184E-06
6,146E-10
1,007E-08

2,844E-09
5,052E-07
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Tabla 6. Concentracién inhibitoria minima de aislados cBc. * R > a: corresponde al valor de
corte segun NCCLS (24)(25).

Cepas AM SAM TZP CF FOX CTX CAZ FEP IPM MEM AN GM NA CIP FT CS SXT

*R 2a 32 32 128 64 64 64 32 32 16 16 64 16 32 4 512 8 4
cBcool 32 32 128 64 64 64 16 64 16 8 64 16 8 1 25 16 1
cBCoo2 32 32 128 64 64 64 8 32 4 2 64 16 16 2 512 16 1
cBcoo3 32 32 32 64 64 64 8 16 16 1 64 16 32 4 512 16 1
cBCcoo4 32 32 32 64 64 64 4 64 2 64 16 16 2 512 16 1
cBcoos 32 32 32 32 64 64 32 32 2 64 16 32 2 128 16 1
cBCoos 32 32 32 2 64 64 8 1 4 64 16 16 05 128 16 1
cBcoo7 32 32 128 64 64 64 32 64 16 8 64 16 1 256 16 1
cBcoos 32 32 128 64 64 64 32 64 16 8 64 16 1 512 16 1
cBcoo9 32 32 128 64 64 64 16 64 16 4 64 16 16 2 512 16 1
cBcolo 32 32 4 64 64 8 2 1 2 05 16 8 32 2 256 16 1
cBco1l 32 32 32 32 64 64 32 32 2 2 64 16 32 2 128 16 1
cBco12z 32 32 32 64 64 64 4 32 4 1 64 16 32 4 512 16 1
cBC013 2 2 4 16 64 2 16 8 1 05 64 16 32 05 32 16 1
CcBCO14 32 32 128 32 32 32 1 1 4 8 4 32 05 64 16 1
cBcois 32 32 4 64 64 8 2 8 2 64 16 16 1 256 16 1
cBcoile 32 2 4 64 64 32 32 8 2 4 64 16 32 1 32 16 1
cBco17 32 32 4 64 64 16 8 8 1 64 16 32 4 256 16 1
cBco18 32 32 4 64 64 8 2 4 16 1 64 16 32 4 256 16 1
cBcold9 32 32 4 64 64 64 16 64 8 1 64 16 32 4 256 16 5
cBCo20 32 32 4 64 64 64 64 64 16 2 64 16 32 4 512 16 -
cBco21 32 32 4 64 64 64 32 64 16 2 64 16 32 4 25 16 -
cBC022 32 32 128 64 64 64 64 64 16 2 64 16 32 4 512 16 4
cBCO23 32 32 128 8 32 32 g 1 1 4 8 4 16 05 64 16 4
cBC024 32 32 4 64 64 8 2 2 16 1 64 16 8 1 512 16 1
cBco2s 32 32 4 8 8 1 1 1 4 4 1 8 05 64 8 2
CBCO26 - - - - - - - - - - ST R S
cBco27 32 32 4 64 64 8 2 2 8 1 64 16 8 1 512 16 1
cBcos 32 32 4 64 64 16 2 2 8 1 64 16 32 2 256 16 3
cBCO29 32 32 4 64 64 16 4 1 2 4 4 32 2 64 16 2
cBCo30 32 32 4 64 64 16 4 1 2 4 4 32 2 64 16 2
cBCO31 32 32 4 64 64 2 4 16 1 64 16 32 2 512 16 5
cBCo32 32 32 4 64 64 2 2 8 1 64 16 16 1 256 16 5
cBCco33 32 32 4 64 64 16 4 32 16 8 64 16 8 1 25 16 4
cBCo34 32 32 4 64 64 8 4 8 16 1 64 16 16 2 512 16 3
cBcoss 32 32 4 64 64 16 4 32 16 8 64 16 1 256 16 4
cBCO36 32 32 128 8 32 64 8 1 1 1 4 03 64 16 1
cBco37 32 8 4 4 1 1 1 1 03 1 03 16 05 1
cBCco3g 32 32 4 64 64 4 8 2 64 16 32 4 256 16 5
cBCo39 32 32 4 64 64 8 4 1 4 1 16 16 16 0,5 512 16 2
cBCco40 32 32 128 64 64 64 64 64 16 8 64 16 32 4 25 16 1
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Tabla 7. Calculo de distancias usando el algoritmo FST.

Valores de FST P
1 2 3
Hipermutadores (1) -
FQ Iniciales (2) 0.00000+-0.0000 -
FQ Cronicos (3) 0.09910+-0.0344 0.03604+-0.0148 -

Resultados obtenidos empleando el programa informatico Arlequin 3.5, los calculos
fueron desarrollados como un caso especial de estadisticas F-Wright, empleada en
genética de poblaciones El indice de fijacidn (FST) es una medida de la diferenciacién de
la poblacion debido a la estructura genética (en nuestro caso asociado a las propiedades
fenotipicas). El estudio se realizd en el Instituo IMBICE de La Plata, bajo el

asesoramiento de la Dra. Cecilia I. Catanesi.

Figura 7. Diagramas de dispersion tridimensionales del espacio factorial, donde se puede
observar de manera grafica la contribucidn de cada caracter o variable a cada uno de los
factores, que en este caso son solo los componentes principales. Obtenido aplicando el
programa NTSYSpc ver.2.20N. (Gentileza, Lic. Laura Glesmann).
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Conclusiones Generales

El problema que trae aparejado la falta de un diagndstico certero y rapido de los
patdgenos respiratorios en pacientes fibroquisticos tiene un fuerte impacto en el
tratamiento antimicrobiano, en el control de infecciones y principalmente en la calidad
de vida y sobrevida de estos pacientes. En el caso particular de los organismos del
complejo Burkholderia cepacia, que colonizan a estos pacientes, son ampliamente
reconocidas las dificultades y limitaciones de los métodos bioquimicos tradicionales
para su identificacion. En los ultimos afios se han puesto muchos esfuerzos en
desarrollar nuevos métodos de identificacion rapidos, sencillos y de bajo costo que
permitan la diferenciacion e identificacién inequivoca de bacilos no fermentadores,
pertenecientes y no pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia. Este trabajo de
Tesis fue concebido con la idea de avanzar en el conocimiento general sobre las técnicas
de identificacién, las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de organismos del
complejo B. cepacia y a su vez resolver problemas de diagndstico del sector hospitalario

y epidemioldgicos de nuestro Pais.

La aplicacion de la técnica de PCR, RFLP-Haelll y secuenciacion de gen recA,
gyrB y lepA (genes de la técnica MLST), sobre la coleccidn de aislados recuperados
durante mas de 10 afios de vigilancia en 2 centros de referencia de pacientes FQ y 5
hospitales puablicos, permitio definir la distribucion de especies dentro de los aislados
clinicos pertenecientes al Complejo Burkholderia cepacia que producen infecciones
pulmonares en pacientes fibroquisticos no fibroquisticos. En contraste a la
epidemiologia mundial, Burkholderia contaminans, resulto ser la especie predominante
del complejo B. cepacia en aislamientos clinicos en nuestro pais. Los resultados
alcanzados fueron publicados en revistas de referato internacional, en revistas de la
clinica nacional y pudieron ser transferidas de manera exitosa al sector hospitalario. En
particular, el servicio de Bacteriologia del Hospital de Nifios de La Plata, Sor Maria
Ludovica aplica actualmente los avances logrados en este sentido en sus diagndsticos

microbioldgicos.

Nuestros investigaciones pusieron en evidencia la diversidad genética y la
capacidad de B. contaminans para establecer infecciones cronicas en pacientes FQ. El

uso de técnicas de rep-PCR, como método de tipificacion de cepas mostro ser eficiente
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para detectar la diversidad genética en los aislados recuperados durante el periodo de
vigilancia, permitiendo dar respuesta a preguntas relacionadas con el origen clonal de
un brote hospitalario ocurrido en el afio 2004, como también ser una herramienta para
monitorear la “evolucion” de los organismos que participan de la infeccion cronica en
general y en cada paciente. Dentro de las caracteristicas genotipicas analizadas, la
bldsqueda de marcadores de transmisibilidad como BCSEM mostr6 que si bien un alto
% de cepas transmisibles mostraban la presencia de dicho gen, no todas las cepas
transmisibles eran portadoras del mismo. Esos resultados estarian de acuerdo con la idea
de que el marcador BCESM por si solo no cubre la totalidad de las cepas transmisibles,
pero la aplicacion de estos cebadores permite una réapida y sencilla identificacion de
cepas transmisibles circulantes, reduciendo el riesgo de infeccion paciente-paciente

entre la poblacion con FQ.

Las técnicas de fingerprinting en combinacion con técnicas de espectroscopia IR
con transformada de Fourier demostraron ser complementarias para estudiar la
evolucion de cepas colonizantes en el pulmon del paciente fQ, permitiendo obtener
evidencias de una reduccion de la diversidad genotipica y un aumento de la diversidad
fenotipica, muy probablemente por la adaptacion que ocurre durante el curso de la
infeccion crénica en el pacientes FQ. La respuesta adaptativa de estas poblaciones
microbianas a lo largo de la infeccion cronica debido a las presiones de seleccion, en
particular las derivadas de los mecanismos de defensa propios del sistema inmune, la
terapia antimicrobiana, y la impuesta por un ambiente limitado en oxigeno, aun no han
sido aclaradas en especies del complejo B. cepacia. Sin embargo en este sentido los
avances en Pseudomonas aeruginosa, han dado indicios sobre muchas de las
caracteristicas fenotipicas podrian adoptar los organismos del complejo durante la
adaptacion en la infeccion cronica. En ese contexto nosotros avanzamos en la
descripcion de caracteristicas fenotipicas (secrecion de exoenzimas, produccion de EPS,
expresion de moléculas de QS, formacién de biofilm), sobre las bacterias que estan
colonizando de manera crénica el pulmén de pacientes FQ. Los resultados en general
muestran una clara tendencia a la disminucion de la expresion de las caracteristicas
mencionadas en los aislados denominados cronicos en comparacion a aquellos
correspondientes a infecciones iniciales o de infecciones transcientes. Sin embargo, la
formacion de biofilm pareceria ser una caracteristica que no se modifico, posiblemente

porque en esencia, esta sea la responsable de su persistencia. En general las
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caracteristicas observadas podrian explicarse como adaptaciones de las bacterias al
ambiente con el objetivo de “no despertar” el sistema inmune o evitar la accion de
antimicrobianos. Estas adaptaciones podrian darse a través de (i) regulacion genética o
(ii) podrian ser respuesta a la acumulacion de mutaciones puntuales en un ambiente bajo

presion.

La infeccidn respiratoria cronica con P. aeruginosa en la fibrosis quistica fue el
primer modelo natural para revelar la alta prevalencia y el papel importante de
mutadores. El desarrollo de resistencia a antimicrobianos y adaptacion de las bacterias
durante infecciones crénicas estan entre los mas relevantes rasgos evolutivos vinculados
hasta la fecha a hipermutacion en esencia. Nosotros en este trabajo no observamos una
asociacion entre la hipermutacion y la resistencia antibidtica. Sin embargo, es
importante destacar en nuestro estudio que la presencia de cepas hipermutadoras en
especies del complejo Burkholderia cepacia nunca antes en nuestro conocimiento

habian sido evaluadas y reportadas en la bibliografia.

Finalmente, como conclusiones destacables de esta tesis podemos decir:

1. El cuadro epidemioldgico de especies del complejo Burkholderia cepacia
recuperadas de pacientes FQ de nuestro pais esta compuesto por 8 especies (B.
contaminans, B. cenocepacia, B. cepacia, B. multivorans, B. stabilis, B.

vietnamiensis, B. seminalis y B. ambifaria).

2. Burkholderia contaminans es la especie prevalente dentro del complejo
Burkholderia cepacia recuperados de muestras clinicos y ambientales en

Argentina.

3. No todos los genotipos de Burkholderia contaminans son capaces de infectar de

manera crénica pacientes FQ.

4. Técnicas de Box-PCR en combinaciéon con espectroscopia FT-IR mostraron ser
herramientas complementarias para detectar diversificacidon fenotipica en una

serie de aislados de B. contaminans recuperados de un mismo paciente.
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5. B. contaminans puede sintetizar Cg-HSL y esta propiedad no esta directamente

relacionada con la capacidad de formacién de biofilm en superficies abidticas.
6. Se observd una reduccion significativa en el nivel de expresion de las
caracteristicas fenotipicas vinculadas a la patogenia de B. contaminans en los

aislados recuperados de infecciones crdnicas.

7. La presencia de cepas hipermutadoras en especies del complejo Burkholderia

cepacia estdn asociadas a las infecciones crdnicas.

241



