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RESUMEN

Burkholderia cepacia es un bacilo aerobio no esporulado, con requerimientos especiales de
cultivo, la cual forma parte de un complejo (CBc) formado por nueve genomovares o especies
y es reconocido como un patégeno oportunista en humanos, y como agente responsable del
dafio de cultivos. Su identificacion es dificil, confundiéndose a menudo con otros bacilos
Gram negativos no fermentadores (BGNNF). B. cepacia En este trabajo se caracterizaron 74
aislados provenientes de muestras ambientales (agua, insectos y plantas), y de pacientes
recluidos en servicios hospitalarios de tres ciudades de Venezuela con identificacion previa
como BGNNF o Pseudomonas sp. Para la identificacion de B. cepacia, y su diferenciacion de
géneros muy relacionados, se emplearon métodos bioquimicos convencionales y comerciales
automatizados, un conjunto de pruebas complementarias altamente selectivas, y la técnica de
la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR especie-especifica). Adicionalmente, se
determind el perfil de resistencia para un grupo de antibidticos, y los patrones de proteinas
mediante el andlisis por SDS-PAGE. Un andlisis de conglomerados permitié construir
dendogramas de los patrones de resistencia a antibidticos y el perfil proteico de los aislados
del CBc. El empleo conjunto de pruebas bioquimicas convencionales con sistemas comerciales
permitié la identificacion de 28 aislados como B. cepacia (37,83%), 15 S. maltophilia
(20,27%), 11 Pseudomonas sp. (14,86%), 9 A. xylosoxidans (12,16%), y otros 11 (12,16%)
BGNNF. Los métodos convencionales mostraron una mayor sensibilidad (92,85%) y
especificidad (95,83%) que los sistemas comerciales (API 20 NE e ID 32GN) con un rango de
sensibilidad de 57,14% y 67,85% y de especificidad de 79,31-83,63% respectivamente, pero el
indice discriminatorio resultd con valores promedios para el API 20 NE e ID 32 GN y bajos
para los métodos convencionales (13,76%). La aplicacion de la PCR permitio establecer una
correlacion entre los aislados identificados con algunos de los genomovares descritos para el
CBc y mostr6 altos valores de sensibilidad y especificidad, con un indice discriminatorio de
99%. Se identificaron 13 aislados en el genomovar I, 4 en el genomovar II, 3 en el genomovar
III, 1 en el genomovar IV, y 7 cepas como B. vietnamensis. Los aislados restantes resultaron
negativos. Tanto los aislados ambientales como los nosocomiales mostraron resistencia a
multiples antibidticos, con niveles de resistencia mas alta para imipenem, tobramicina,

amikacina y aztreonam en los aislados clinicos. Todas las cepas presentaron altos niveles de



sensibilidad a ciprofloxacina, trimetoprim/sulfametoxazol, ceftazidima, piperacilina
tazobactam y piperacilina. Por otra parte los coeficientes del indice de Dice entre cepas
nosocomiales y ambientales presentaron un rango de similaridad de 72% a 91,4%. El anélisis
comparativo entre las bandas de proteinas comunes y los patrones de resistencia a antibidticos
reveld la estrecha asociacion de bandas de M; 135kDa, 76kDa, 72kDa, 53kDa y 50kDa con
resistencia a imipenem y aztreonam, M, 53kDa y 31kDa con trimetoprim/sulfametoxazol y M,
50kDa con ceftazidima. Los resultados obtenidos de las pruebas convencionales y galerias, asi
como de PCR con el uso de iniciadores especie-especificos ponen en evidencia la utilidad de
estas técnicas para la identificacion bioquimica y genotipica de aislados del CBc. La
metodologia de la PCR permiti6 la identificacion y diferenciacion de los genomovares I, 11, 111
y IV. Sin embargo, los genomovares identificados en principio como B. vietnamensis
requieren estudios complementarios. Es conveniente examinar mayor nimero de aislados
provenientes de diferentes ambientes naturales y muestras de origen hospitalario, para poder
definir los perfiles bioquimicos de los diferentes genomovares y la aplicacion de nuevas
metodologias para la identificacion de especies noveles incluidas en el CBc. Por otra parte, es
importante determinar la relacion de las proteinas comunes entre diversas cepas del CBc de

fuentes hospitalarias y ambientales con las proteinas referidas como factores de virulencia.
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I. INTRODUCCION

Los bacilos Gram negativos no fermentadores (BGNNF) son un grupo de bacterias que
utilizan la glucosa y otros hidratos de carbono por la via oxidativa (via de Ender Doudorof¥)
(Koneman, Allen, Janda, Schreckenberger y Winn, 1999) que se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, incluso en el medio ambiente hospitalario, y estan representados
principalmente por: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., y Stenotrophomonas
maltophilia (Gales, Jones, Andrade y Sader, 2005).

Aunque ninguno de estos microorganismos forma parte de la flora habitual del
organismo humano, se han encontrado con alta frecuencia en infecciones hospitalarias,
asociada a pacientes inmunosuprimidos, debido a que presentan resistencia intrinseca a un

amplio espectro de agentes antimicrobianos (Gales y col., 2005; Hancock, 1998).

Dentro del grupo de BGNNF, esta incluida, Burkholderia cepacia, bacilo aerobio no
esporulado con requerimientos especiales de cultivo, responsable de la descomposicion de los
bulbos de cebolla (Burkholder, 1950). Se ha demostrado, que esta especie forma parte de un
complejo integrado por al menos nueve genomovares indistinguibles entre si por pruebas
bioquimicas. Actualmente este complejo ha sido designado Burkholderia cepacia (CBc)
(Coenye, Mahenthiralingam y col., 2001; Coenye, Vandamme y col., 2001; Vermis,
Vandekerekhove, Nelis y Vandamme, 2002).

Estudios realizados en las tres ultimas décadas reportan que B. cepacia, ha emergido
como un importante patoégeno oportunista causante de infecciones epidémicas, particularmente
en pacientes con fibrosis quistica y otros individuos inmunocomprometidos. Se ha observado
que B. cepacia puede causar neumonia, infecciones de las vias urinarias, meningitis,
peritonitis, infeccion de heridas quirargicas y de quemaduras, bacteriemia y endocarditis
relacionada con la drogadiccion (Holmes, Govan y Goldstein, 1998); también presenta
resistencia a una amplia variedad de antimicrobianos (Govan y Deretic, 1996) y exhibe

resistencia intrinseca para aminoglicosidos y resistencia inducible a betalactamicos (Bevivino



y col., 2002). B. cepacia presenta una extraordinaria versatilidad metabolica y desempena un
importante rol en promover el crecimiento de las plantas a través de la produccion de
fitohormonas para la fijacion del nitrogeno atmosférico (Estrada y col., 2001). Adicionalmente
la gran versatilidad nutricional del género Burkholderia le permite degradar substratos
aromaticos clorados (compuestos toxicos encontrados en pesticidas) que puede utilizar como
fuente de carbono y energia (Coenye y col., 2001; Estrada y col; Holmes y col.) y producir
compuestos con actividad antimicrobiana, pudiendo ser utilizado como agente de biocontrol

contra hongos fitopatdgenos (Salles y col., 2002).

La identificacion de los miembros del complejo B. cepacia es dificil y las pruebas de
rutina de los laboratorios conducen con frecuencia a la identificacion erronea de otros
BGNNF. Requiere del empleo de una gran variedad de medios de cultivo, métodos
convencionales o la aplicacion de sistemas semiautomatizados empleando galerias
bioquimicas (API 20 NE, Vitek GNI, BIOLOG) y pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
(Koneman y col., 1999; Murray y col., 1999). Con frecuencia es necesario emplear métodos
de tipificacion molecular tales como: la reaccion en cadena de polimerasa (PCR),
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), tipificacion de secuencias de ADN vy

ribotipificacion (Bleckery col. 2000; Henry y col., 2001).

En Venezuela la identificacion de B. cepacia en el &mbito hospitalario esta en un punto
critico, ya que no se aplican criterios complementarios a las técnicas convencionales porque
no se dispone de equipos modernos basados en técnicas moleculares. Asi, a menudo los
BGNNF son reportados s6lo como Pseudomonas y Acinetobacter. En general no se toma en

cuenta la resistencia multiple a los antimicrobianos como elemento diferencial.

Dada la importancia de contar con una adecuada identificacion de los miembros del
CBc empleando métodos de facil aplicacion, y confiables, se propuso evaluar una seleccion de
aislados identificados como BGNNF ambientales y de muestras de pacientes hospitalizados

mediante la aplicacion de métodos fenotipicos y un método molecular (PCR).



A. Objetivos

En el presente estudio, se desarrollaron los siguientes objetivos:
1. General

Caracterizar aislados del Complejo Burkholderia cepacia provenientes de muestras de
pacientes hospitalizados y de muestras ambientales, mediante el empleo de métodos
bioquimicos y semiautomatizados y una prueba molecular (PCR especie-especifico) con los
iniciadores (G1-G2; SPR3,G1 y SPR4.G1) para la identificacion de los genomovares (I, II, III
IV y V); asi como determinar los perfiles de resistencia antimicrobiana y los patrones de
proteinas por SDS PAGE, relacionandolos con el comportamiento derivado de la aplicacion de

métodos fenotipicos y la PCR.

2. Especificos

2.1. Aislar e identificar cepas del Complejo Burkholderia cepacia y otros géneros
relacionados, provenientes de muestras de pacientes hospitalizados y muestras ambientales,

empleando métodos bioquimicos convencionales y a través de los sistemas comerciales

(galerias API 20 NE e ID32 GN).

2.2. Evaluar la utilidad de dos pares de iniciadores especie-especificos (G1-G2; SPR3-
SPR4) empleando la reaccion en cadena de la polimerasa para diferenciar genomovares dentro

del Complejo B. cepacia.

2.3. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana en las cepas de B. cepacia por el
método de difusiébn en agar y la concentracion inhibitoria minima ante varios agentes

antimicrobianos.

2.4. Analizar los patrones de proteinas totales y de la membrana externa en las cepas de

B. cepacia estudiadas, mediante el empleo de electroforesis en Gel de Poliacrilamida



Duodecil-Sulfato de sodio (SDS-PAGE), y determinar el grado de similitud entre las cepas de

origen nosocomial y ambiental.

2.5. Identificar algunas bandas proteicas comunes entre las cepas de B. cepacia
evidenciadas a través de SDS-PAGE y analizar la posible asociacion con antimicrobianos

especificos.



B. Antecedentes historicos

B. cepacia, mejor conocida como Pseudomonas cepacia, fue descrita por primera vez
por Walter Burkholder de la Universidad de Cornell (New York) en 1950, como un
fitopatdgeno, responsable de la descomposicion de los bulbos de cebolla, y posteriormente
reconocida como un saprofito en suelos y aguas (Morris y Roberts, 1959). A comienzo de la
década de los setenta, aparece el primer reporte sobre la colonizacién pulmonar de pacientes
con fibrosis quistica, asociada con neumonia y septicemia derivada de problemas en las vias
respiratorias. Para 1980, se presentd un incremento en la prevalencia e incidencia de
aislamiento de B. cepacia en dos centros de atencién de pacientes con fibrosis quistica en
Estados Unidos. Durante esta época, B. cepacia emerge como un patégeno nosocomial, multi-
droga-resistente, particularmente en pacientes recluidos en unidades de cuidado intensivo y en
pacientes inmunocomprometidos (Govan y Deretic, 1996; Wigley y Burton, 1999). Sin
embargo, se ha demostrado que los aislados ambientales de B. cepacia, presentan propiedades
muy diversas tales como promover el crecimiento de las plantas (Hebbart y col., 1992),
degradar compuestos hidrocarbonados (Abe y col., 1994; Folson y col., 1990). Dichas
propiedades han despertado el interés sobre B. cepacia en el campo agricola y biotecnoldgico
(Wigley y Burton) pero debido a los problemas de salud que han causado en Estados Unidos
(particularmente en los pacientes con fibrosis quistica) en 1999, se impuso una moratoria a la
aplicacion de B. cepacia como agente para el biocontrol y bioremediacion (Balandreau y col.,

2001; Butler y col., 1995; Parke y Guriam-Sherman, 2001).

C. Aspectos microbiologicos

1. Morfologia

Las células del género Burkholderia son tipicamente bacilos rectos, delgados, Gram
negativos, cuya longitud varia de 1,6-3,2u; presentan un penacho de 3 a 8 flagelos polares lo

que les permite su movilidad, y no presenta esporas (Forbes y col., 2004).



2. Caracteristicas de cultivo y bioquimicas

B. cepacia pertenece al grupo de bacilos no fermentadores, aerobio estricto y
quimioorganotréfico cuya temperatura dptima de crecimiento es de 30-35 °C. Crece en medios
comunes de laboratorio, (agar nutritivo) y en medios selectivos como el agar MacConkey.
Algunas cepas producen pigmentos solubles en agua, no fluorescente verde-amarillento,
(pigmento fenazina) y pigmentos de color marrdn, rojo o purpura dependiendo de la fuente de
carbono empleada para su crecimiento. Estos pigmentos no se difunden hacia la superficie del
medio de cultivo, estan solo presentes en las colonias. Las cepas provenientes de muestras

clinicas generalmente no presentan pigmento. En agar sangre las colonias suelen ser opacas y

producir hemolisis (Gilardi, 1991).

Se han descrito medios selectivos para el aislamiento de B. cepacia, con colorantes
bacteriostaticos y antibioticos con pH bajo. Estos medios incluyen, el PCM, cuyos
componentes selectivos son cristal violeta, polimixina B (PB) y ticarcilina; el OFBL, que
contiene PB y bacitracina, y el medio TB-T que contiene azul tripan y tetraciclina. Estudios
comparativos de estos medios, han permitido establecer que su empleo favorece Ia
recuperacion de los aislados a partir de muestras de pacientes con fibrosis quistica (Carson y

col., 1988; Henry y col, 1997; Koneman y col., 1999).

Desde el punto de vista bioquimico, B. cepacia es oxidasa y catalasa positiva, produce
acido en un amplio rango de hidratos de carbono, incluyendo lactosa y maltosa. Muchas cepas
hidrolizan o-nitrophenyl-B-D- galactopiranosida (ONPG), la esculina y la gelatina y la
descarboxilan lisina y la ornitina, siendo estas pruebas utiles en el diagnéstico microbioldgico
preliminar (Koneman y col., 1999). Sin embargo, se requiere de una amplia variedad de
pruebas bioquimicas combinadas con otros métodos fenotipicos y genéticos para identificar a
los miembros del CBc, debido a la estrecha relacion existente entre los diferentes miembros
del CBc y los grupos relacionados (Blecker y col, 2000; Henry y col., 2001; Holmes y col.,
1994; Hughes, y col., 1996).



3. Habitat

B. cepacia es un organismo ubicuo y puede encontrarse en diferentes ambientes, tales
como suelo, agua, y plantas en una variedad de regiones geograficas, fuentes animales y
muestras clinicas diferentes. Ademas puede crecer con requerimientos minimos y sobrevivir
en ambientes hostiles por largos periodos de tiempo en agua destilada, desinfectantes, equipos

hospitalarios y farmacéuticos (Forbes y col., 2004; Koneman y col., 1999).

D. Taxonomia del Complejo B. cepacia

1. Taxonomia

B. cepacia fue designada anteriormente como P. cepacia, P. multivorans, P. kingii,
grupo Eugoénico oxidador (Ballard y col., 1970; Jonson., 1970; Snell y col., 1972; Stanier y
col., 1966). Una revision taxondmica de este género, llevada a cabo desde principios de los 90,
mostr6 la existencia de una notable heterogeneidad entre las presuntas cepas de B. cepacia
identificadas a partir de diferentes nichos ecoldgicos (Kiska y col., 1996). Esta heterogeneidad
entre las diferentes cepas aisladas y la carencia de esquemas de identificacién, causaron

problemas en el diagnostico correcto de las especies (Coenye y col., 2001; Jones y col., 2001).

En 1992, P. cepacia y otros géneros que formaban parte del grupo II ARNr del género
Pseudomonas fueron transferidos al nuevo género Burkholderia, perteneciente a la subdivision
beta (B) del phylum Proteobacteria (Yabuuchi y col., 1992). La taxonomia del nuevo género
ha sufrido cambios considerables y en la actualidad incluye 31 especies validadas

(Vandamme, 2002).

2. Complejo B. cepacia

Para 1992, se inici6 un extenso estudio polifasico taxondmico (fenotipico y genético)
empleando: pruebas bioquimicas, electroforesis de proteinas celulares, perfil de acidos grasos

celulares, hibridacion ADN-ADN , hibridacion ADN-ARNTr; llevado a cabo en la universidad



de Ghent, Bélgica. En 1997 se publico el primer estudio, en el que se analizaron 128 cepas,
aisladas de diferentes fuentes ambientales y clinicas (muestras de pacientes con fibrosis
quistica de varios niveles de virulencia, ambientes hospitalarios o residenciales, suelo,
rizésfera y algunas especies de plantas); dando como resultado la identificacion de al menos
cinco especies genomicas distintas (genomovares) (Ursing y col., 1995) y referidas como el
Complejo Burkholderia cepacia. Este Complejo de especies, presenta un alto grado de
similaridad de secuencias 16S ADNTr (98-99%) y moderados niveles de hibridaciéon de ADN-
ADN (30-50%) (Vandamme y col., 1997).

El nombre de Complejo B. cepacia (CBc) fue propuesto por Vandamme y comprende
un grupo o conglomerado de al menos cinco especies estrechamente relacionadas,
originalmente referido como I, II, III, IV y V. El término genomovar, se introdujo para denotar

cepas fenotipicamente similares pero genéticamente distintas (Vandamme, 1997).

El CBc, en el presente estd conformado por nueve genomovares, formalmente
nombrados como: B. cepacia, especie tipo (genomovar I), B. multivorans (genomovar II), B.
cenocepacia (genomovar III), B. stabilis (genomovar 1V), B. vietnamensis (Genomovar V), B.
dolosa (genomovar VI), B. ambifaria (genomovar VII), B. anthina (genomovar VIII) y B.
pyrrocinia (genomovar IX) (LiPuma y col.,1999; Coenye, Vandamme y col., 2001, Vermis y
col., 2002).

La figura 1, representa un arbol filogenético basado en la secuencia 16S ARNT,
mostrando las posiciones de las especies de Burkholderia y géneros representativos

relacionados.
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Figura 1. Arbol filogenético basado en la secuencia 16s ARNr, mostrando la posicién de

las especies de Burkholderia y géneros relacionados. Barra: 10% disimilaridad de secuencia.
Fuente: Coenye, Vandamme y col., 2001.
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E. Importancia clinica y biotecnologica

1. Patogenicidad de Burkholderia cepacia

En el ambito clinico B. cepacia constituye una importante causa de infeccion
nosocomial, sin embargo, las infecciones epidémicas (pacientes con fibrosis quistica) han
recibido mayor atencidon que las endémicas. Estas tltimas incluyen neumonia, bacteremia,
infeccion del tracto urinario e infecciones de heridas, entre otras (Hodson, 1995; Wen-Liang y
col., 1999; Wigley y Burton, 1999). Ademas, B. cepacia ha sido implicado en infecciones
cronicas de las vias respiratorias inferiores, en pacientes con enfermedad granulomatosa
cronica, en enfermos con hemoglobinopatias drepanociticas (Kahyaoglu, Nolan y Kumar.,
1995). En la actualidad, se reconoce como causa de infeccion nosocomial en pacientes con
deterioro en sus defensas y criticamente enfermos; en estos pacientes puede ocasionar
neumonia, infecciones de vias urinarias, endocarditis y bacteriemia. Esta tltima se produce en
forma de brotes o casos aislados, al ser inoculada la bacteria de una fuente externa por un

procedimiento invasivo (Doit y col., 2004).

Los sujetos con cultivos positivos para B. cepacia, que no presenten cambios en el
ritmo de descomposicion pulmonar, pueden terminar por mostrar una infeccion cronica con un
deterioro mas rapido de la funcion de los pulmones o un deterioro inesperadamente rapido en

su estado clinico (Gil, 2001).

El patron exacto de transmision no es conocido, aunque se ha sugerido la transmision
persona a persona en ambientes hospitalarios; sin embargo, se han mencionado algunos
factores que afectan la transmision, como el tipo de cepa, el estado inmune del paciente y el
uso de equipos médicos contaminados, por todo esto, se recomienda el aislamiento de los

pacientes colonizados con el Complejo B. cepacia (Wen-Liang y col., 1999; Melo, 2007).

Los aislados de B. cepacia se han encontrado asociados a contaminacion propia o

frecuente de soluciones intravenosas ocasionada por la presencia de microorganismos antes de
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su uso, durante el proceso de fabricacion del fluido o durante el transporte y el almacenado.
También se ha aislado como contaminante de desinfectantes, equipos médicos y farmacos
(anestésicos o liquidos para irrigaciones), ademds de desarrollarse en desinfectantes como
iodopovidona, compuestos de amonio cuaternario y clorheximida. Se han reportado
bacteremias en pacientes con catéter venoso central, asociados con reservorios de agua
contaminada, de valvulas intra-aorticas, sin embargo no se ha establecido, el que los pacientes

con catéter intravenoso sean reservorios de cepas de B. cepacia (Wen-Liang y col., 1999).

Las medidas basicas para el control nosocomial de las infecciones por B. cepacia
incluyen el aislamiento de contacto para el paciente colonizado y velar por una técnica
aséptica en la préctica clinica. Finalmente debe mantenerse una vigilancia de las bacteremias

por B. cepacia para evitar posibles brotes nosocomiales (Gil, 2001).

a. Factores de virulencia

Algunos factores de virulencia o patogenicidad han sido propuestos para las cepas del
CBc que infectan pacientes con fibrosis quistica. Sin embargo, la relacion entre las variedades
gendmicas y la virulencia no ha sido definida. Los determinantes potenciales de virulencia
incluyen los pilis o fimbrias, lipopolisacaridos, produccion de catalasa y la hemolisina

(Holmes, 1998; LiPuma, y col., 20015 Melo, 2007; Sajjan, 2000).

El lipopolisacarido (LPS) favorece la respuesta inflamatoria en un alto grado y los
niveles de induccion del factor de necrosis tumoral, (TNF-a) 10 veces mas que el LPS de P.
aeruginosa (Govan y Vandamme, 1996; Jones y col., 2001). La produccion de catalasa, se
encuentra posiblemente asociada con la resistencia de la bacteria a la fagocitosis en la
enfermedad granulomatosa cronica (Speert y col., 1994) y la hemolisina actiia sobre los

neutréfilos en la degradacion y degranulacion de los mismos (Govan y Vandamme).

Dentro de otros factores estudiados se incluyen lipasas, proteasas y sider6foros. Sin

embargo, es dificil determinar si estos factores contribuyen a la patogenicidad, ya que
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probablemente también depende en gran medida de las defensas del hospedero y de factores

condicionantes del medio ambiente (Weingart y Morris, 1999; Sajjan y col., 2000).

b. Burkholderia cepacia y fibrosis quistica

En el caso particular de la fibrosis quistica, la cual resulta de un defecto genético del
hospedero en el transporte de sodio y cloro dentro de las células epiteliales ocasionando un
anormal acumulo de mucosidad en el pulmén, es frecuente que se instauren infecciones
bacterianas eventuales y cronicas siendo Pseudomonas aeruginosa, S. aureus y B. cepacia
unas de las mas frecuentes. (Govan y Deretic, 1996; Wen- Liang y col., 1999). A partir de
1980, B. cepacia emerge como un patégeno asociado con epidemias de infecciones severas del
pulmon, colonizando pacientes con fibrosis quistica que sucumben al sindrome cepacia: una
neumonia necrotizante con fiebre, bacteremia, elevacion de la velocidad de sedimentacion
globular y leucocitosis, culminando con un rapido y fatal deterioro clinico (Butler y col., 1995;

Rodley y col., 1995; Wigley y Burton, 1999).

El pronostico de la enfermedad pulmonar en pacientes con fibrosis quistica, ocasionada
por el CBc varia y depende de algunos factores tales como: el genomovar, la patogenicidad en
las cepas de un mismo genomovar, la virulencia y capacidad de transmisibilidad de la cepa,
siendo por esto importante la correcta y rapida identificacion de la bacteria para evaluar el
riesgo, el pronostico y la epidemiologia de la fibrosis quistica (Soni y col., 2002; Melo y col.,

2007).

Todos los genomovares se han aislado en pacientes con fibrosis quistica, siendo los
mas frecuentes B. multivorans (II) y B. cenocepacia (III). A partir de estudios epidemiologicos
moleculares, cepas especificas (por ejemplo, el clon ET12 y el clon PHDC) del genomovar III
de B. cepacia, han sido identificadas como causantes de la infeccién en un gran nimero de
pacientes; sin embargo, esto no indica que este genomovar o cepas especificas del mismo sean
mas virulentas que otras, ya que atn no se han llevado a cabo las comparaciones rigurosas de

los resultados clinicos entre personas infectadas con diferentes especies del CBc o cepas
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especificas. En este momento, los datos sélo sugieren su rapida diseminacién de paciente a
paciente y su alto indice de transmisibilidad. Cepas pertenecientes al genomovar I, han sido
aisladas particularmente en ambientes y raramente cultivadas de pacientes con fibrosis quistica

(Sajjan y col., 2000; Soni y col., 2002).

Por todo lo anterior, es importante precisar si las amplias diferencias en la clinica y el
pronostico de pacientes colonizados con el CBc, dependen del genomovar involucrado en el

proceso infeccioso o de factores atin no bien determinados.

c. Resistencia antimicrobiana del Complejo B. cepacia

El tratamiento de las infecciones provocadas por B. cepacia constituye un problema
grave debido a que presenta resistencia a multiples antimicrobianos que incluyen resistencia
intrinseca a aminoglicosidos y resistencia inducible a betalactdmicos (Rajyaguru y Muszynski,

1997; Aaron y col., 2000).

Existen otros factores que pueden estar relacionados con la resistencia antimicrobiana
de esta bacteria como: permeabilidad selectiva de la pared celular, alteraciones celulares,
degradacion enzimatica de antibidticos y bomba de eflujo (Parr y col., 1987; Miller, Gilligan y
col., 2003). Todos estos factores contribuyen a dificultar la aplicaciéon de un tratamiento
antimicrobiano adecuado para los pacientes colonizados con B. cepacia. Sin embargo, un
nimero de antimicrobianos tales como: piperacilina, piperacilina-tazobactam, ceftazidima y
trimetoprim sulfametoxazol han demostrado ser altamente efectivos particularmente en

pacientes inmunocomprometidos (Pitt y col., 1996; Yu y col., 1999).

B. cepacia es resistente a las penicilinas pero con sensibilidad variable a las
asociaciones de penicilinas e inhibidores de betalactamasas (piperacilina-tazobactam,
ticarcilina-acido clavuldnico). Es resistente a las cefalosporinas de primera, segunda y tercera
generacion, pero sin afectar por completo a ceftazidima, cefepima, moxobactam y aztreonam

(Bonacorsi y col., 1999; Gales y col., 2002). Aunque B. cepacia presenta resistencia intrinseca
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a los aminoglicésidos, se ha observado sensibilidad de la bacteria in vitro al combinarse los
aminoglicosidos con los betalactamicos, mostrando la combinacién de ceftazidima y
amikacina la mejor actividad sinérgica. También se han ensayado in vitro combinaciones de
cloranfenicol-ceftazidima y cloranfenicol-minocilina e incluso asociaciones de tres farmacos,
entre ellos un betalactdmico, ciprofloxacina y tobramicina (Bonacorsi y col., 1999; Cantén y
col., 2002).

2. Papel de B. cepacia en la agricultura

En los ultimos afios miembros del CBc han emergido como agentes de importancia en
estudios relacionados con la agricultura. Esto es debido fundamentalmente a la produccion de
una amplia gama de metabolitos activos que influyen positivamente sobre el crecimiento y
desarrollo saludable de las plantas, presenta un amplio espectro nutricional y no requiere de
factores de crecimiento para su desarrollo. Asi se ha encontrado como un género dominante en
las comunidades microbianas del suelo, expresando su extraordinaria versatilidad metabdlica,
degradando compuestos aromaticos clorados (toxicos presentes en complejos herbicidas y
pesticidas, algunos con potencia carcinogénica) para utilizarlo como fuente de carbono y
energia (Daubaras y col., 1996; Holmes y col., 1998; Dalmastri y col., 2003; Hernandez y col.,
2004; Balwin y col., 2007); puede antagonizar y represar muchos patogenos del suelo, y
plantas tales como: Alternaria Aphanomyces y Rhizoctonia solani, patogenos, los cuales
atacan plantas de interés agricola como oleaginosas, guisantes y hortalizas. (Bowers y Parke,
1993; Cartwright y col., 1995; Kiska y col., 1996; Bevivino, y col.,1994). De aqui la
importancia, de trabajar con su parte activa, es decir, con los metabolitos secundarios que al
parecer son los responsables de los efectos benéficos en las plantas. Sin embargo, existe
incertidumbre con respecto al potencial patogénico de la bacteria, debido a que los estudios
realizados para distinguir la virulencia entre los aislados ambientales y clinicos han producido
resultados ambiguos, razon por lo que no se puede discernir sobre la ausencia o presencia de
potencial patogénico en los aislados ambientales y su uso para propositos de productividad
agricola y biorremediacion debe ser aplicado con precaucion (Holmes y col., 1998; Meinikow

y col., 2000 ; Coenye y Vandamme, 2003).
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F. Identificacion de miembros del complejo B. cepacia

1. Métodos fenotipicos

Los métodos de identificacion fenotipicos se basan en caracteristicas fisicas o
metabolicas observables de las bacterias, es decir, la identificacion se realiza por el andlisis de
la informaciéon obtenida por las pruebas de laboratorio que describen los perfiles
caracteristicos, en el caso de los BGNNF y especies del CBc , la combinacion de métodos
microbioldgicos convencionales y sistemas comerciales son una herramienta util aplicados
eficazmente en un tiempo y a un costo efectivo (Kiska y col., 1996; Koneman y col.,1999;

Wiedmann y col., 2000; Henry y col., 2001).

a. Métodos convencionales y sistemas comerciales

Los métodos convencionales incluyen analisis bacteriologicos, de rutina basados en las
caracteristicas de cultivo de B. cepacia y géneros relacionados, empleando esquemas de
identificacion y protocolos secundarios que permitan la identificacion de bacilos Gram
negativos no fermentadores, separar géneros similares y distinguir entre especies (Koneman y
col.,1999). El estudio fenotipico se realiza tomando en cuenta las caracteristicas morfologicas
y bioquimicas entre las cuales son importantes: coloracion al Gram, movilidad y morfologia
flagelar, crecimiento en medio selectivo como el agar MacConkey, indofenol oxidasa,
utilizacion de azucares, descarboxilacion de aminodcidos, oxidacion de glucosa, maltosa,
manitol y xilosa en el medio basal oxidativo fermentativo. Se recomienda utilizar medios
selectivos en el procesamiento de muestras clinicas tales como: medio PCM (polimixina B,
cristal violeta y ticarcilina) y medio OFBL (polimixina B y bacitracina) a fin de inhibir P.
aeruginosa y otros bacilos Gram negativos (Carson y col., 1988; Koneman y col., 1999; Henry
y col., 2001).

En el caso de aislados ambientales se recomienda la incubacion de los medios de
cultivo una vez sembrados a 30° C por espacio de 2 a 5 dias. Los aislados clinicos podran
incubarse a temperatura entre 30° C a 37° C por un tiempo de 24 a 48 horas; las pruebas

bioquimicas deben observarse por espacio de una semana para considerar el resultado final,
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particularmente, las reacciones de oxidacion de azucares y derivados alcohdlicos y la
descarboxilacion de aminoacidos, donde se observan reacciones lentas, debido a la escasa
cantidad de productos finales. En cuanto al empleo de sistemas semiautomatizados y
automatizados, se dispone de varios tipos de galerias bioquimicas (API 20 NE, Vitek GNI,
Vitek NFC, Microscan), basados en técnicas estandarizadas y precisas cuyos resultados son
iguales o mejores que los procedimientos convencionales y requieren menos tiempo de
incubacion. Sin embargo, debido a que estos sistemas dependen del desarrollo bacteriano y de
la formacion de productos bioquimicos en medios convencionales o en sustratos nutritivos
escasos, solo pueden identificarse las especies mas activas bioquimicamente con un grado
aceptable de precision (Burdash, y col., 1979; Koneman y col., 1999; Murray y col., 1999; van
Pelty col., 1999).

Tanto los métodos convencionales como los sistemas de identificacion resultan
insuficientes para el diagnodstico microbiologico certero de miembros del CBcC y su relacion
con otros bacilos Gram negativos no fermentadores, tales como: Ralstonia, Stenotrophomonas

y Alcaligenes spp. (Blecker y col., 2000 ).

Algunas pruebas fenotipicas han permitido la separacion entre B. cepacia y géneros
relacionados y entre los genomovares (Henry y col., 2001) (Tabla 1). Sin embargo, cuando
ocurren variaciones fenotipicas en cepas de la misma especie, suelen presentarse discrepancias
en los resultados obtenidos con diferentes metodologias, por lo que la identificacion basada en
métodos fenotipicos debe ser confirmada por laboratorios de referencia equipados con
métodos moleculares que permitan un diagnoéstico certero y eficaz de los miembros del CBc

(van Pelt y col., 1999; Henry y col., 2001; Vermis y col., 2002).

Adicional a las pruebas bioquimicas, la caracterizacion fenotipica incluye: analisis de
proteinas totales por electroforesis en gel de poliacrilamida duodecil-sulfato de sodio (SDS-
PAGE) y anélisis de acidos grasos, ambas pruebas inicialmente permiten agrupar y establecer
comparaciones a un gran nimero de especies estrechamente relacionadas (Segonds y col.,

1999., Coenye, Vandamme y col.,2001; Vandamme y col., 2002).
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b. Analisis de Proteinas por SDS-PAGE

El andlisis de proteinas totales por SDS-PAGE, conjuntamente con el andlisis
computarizado asistido por el patron de bandas proteico, se han empleado como uno de los
primeros métodos de identificaciéon de miembros del complejo, ya que permiten comparar
gran nimero de bacterias y grupo de cepas estrechamente relacionadas (Vandamme y col.,
1997). Este método presenta relativa simplicidad y bajo costo en relacion al andlisis de perfiles
de acidos grasos. Sin embargo, algunas veces, la comparacion de los resultados obtenidos por
este método con los obtenidos por otras técnicas reflejan discrepancias severas y
discriminacion baja entre los genomovares I, I1I, VII, VIII y IX. Una de las desventajas de este
método para la identificacion de B. cepacia es que muchas veces, se presentan distorsiones en
una parte de los patrones de bandas proteicas y es necesario comparar el andlisis de los
patrones de proteinas con el resultado del analisis numérico para la delineacion de los
conglomerados en los dendogramas (Vandamme y col., 1997, Coenye, Vandamme y col.,

2001; Vermis y col., 2002; Dalmastri y col., 2003).

c. Analisis de acidos grasos

Una variedad de lipidos estan presentes en las células bacterianas. Los lipidos polares
forman parte de la bicapa de la membrana de la célula bacteriana y, dentro de estos, los acidos
grasos son el mayor constituyente de lipidos y lipopolisacarido. De manera que estos se han
empleado extensamente para propositos taxondmicos. En el caso del alto grado de
automatizacion del anélisis de acidos grasos, la relativa simplicidad y el bajo costo hacen esta
técnica apropiada para el diagndstico de los miembros del CBc; aunque estudios llevados a
cabo por Vandamme y col. (1997) Vandamme y col. (2000), reportan dificultades para
distinguir entre las cinco primeras especies conocidas del complejo y también falla en las

diferenciacion entre miembros del Complejo B. cepacia y B. gladioli (Clode y col., 1999).
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Prueba bioquimica

% de cepas positivas para las pruebas segiin especie y genomovar

Genomovar Genomovar Genomovar Genomovar Genomovar Genomovar Genomovar B. gladioli Pandoraea R. picketti
I 11 I v \4 VI vl species '

Oxidacion de
Glucosa 100 100 95(96) 100 100 100 100 100 11(89) 100
Maltosa 39(70) 98(99) 78(86) 93 97(100) 100 100 0 0 92
Lactosa 61(91) 100 79(88) 93 97(100) 100 100 0 0 92
Xylosa 87(100) 98(99) 88(92) 44(78) 75(86) 100 100 96 0 83(92)
Sacarosa 87(91) 0 88(91) 0 94(97) 0 94 0 0 0
Adonitol 70(78) 91(92) 79(87) 78(96) 0 100 100 93(96) 0 0
Lisina decarboxylasa 100 53 99 100 100 0 100 0 0 0
Ornitina decarboxylasa 30 0 71 100 0 0 0 0 0 0
Crecimiento a 42°C 43 100 84 0 100 100 22 4 89 83
PNPG o ONPG 100 98 99 0 100 100 100 100 0 0
Oxidasa 100 100 100 100 100 100 100 0 67 100
Reduccién de Nitrato 4 94 31 4 47 100 67 33 11 17
Licuefaccion de Gelatina 74 2 55 93 0 0 94 70 0 33
Hidrolisis de esculina 56 2 33 0 0 0 56 11 0 0
Crecimiento en agar
MacConkey 83 96 84 93 83 100 100 96 100 50
Pigmento marrén 4 2 14 0 0 0 6 33 0 0
Pigmento amarillo 78 2 3 0 0 0 0 44 0 0
Alfa hemolisis 9 1 9 0 36 0 83 22 0 0
Beta hemolisis 9 0 3 0 36 0 83 22 0 0
BCSA 100 100 100 100 100 100 100 18 100 100
API 20 NE 96 94 86 4 83 100 100 70 0 0
BCESM 0 0 63 0 3 0 0 0 0 0
Fuente de la muestra
Fibrosis quistica (FQ) 26 88 76 56 56 100 22 82 100 75
Clinica (No FQ) 30 6 20 33 19 0 0 11 0 25
Ambiental 44 6 4 11 25 0 78 7 0 0

BCSA: agar selectivo para B. cepacia; BCESM: cepas de | a genomovariedad 11

Fuente: Henry y col. (2001)
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2. Métodos moleculares

Dentro de los métodos de tipificacion molecular se tiene la hibridacion de ADN-ADN,
reaccion en cadena de polimerasa (PCR: por sus siglas en inglés), analisis de polimorfismo de
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP: por sus siglas en inglés) del gen recA,
ribotipificacion, entre otros, los cuales en definitiva permiten la diferenciacion de especies de
interés dentro del CBc (Govan y Deretic, 1996; Blecker y col., 2000; Wiedmann y col., 2000;
Vandamme y col., 2000; Vandamme y col., 2002; Vermis y col., 2002 ). La aplicacion de
estos métodos debe ofrecer eficacia y rapida deteccion de este grupo de bacterias, ademas de
diferenciar caracteristicas particulares presentes en aislados provenientes de diferentes fuentes
(ambientales y nosocomiales) y evaluar el riesgo en relacion con el potencial patégenico de los

aislados ambientales (Segonds y col., 1999; Salles y col., 2002; Melo y col., 2007).

a. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Previo al reconocimiento y designacion del Complejo B. cepacia, se describieron
variados métodos basados en reacciones de amplificacion de ADN, especialmente la de la
reaccion en cadena de la polimerasa, para la deteccion directa de B. cepacia y géneros
relacionados en muestras clinicas, y ha sido adaptada para ser usada como una herramienta de
tipificacion en los ultimos afios. En general existen tres grupos de variantes de la PCR:
aquellas en las que utilizando cebadores arbitrarios o con cierta especificidad, se amplifican
regiones del genoma localizadas entre dos cebadores adyacentes separados por una distancia
no superior a la que la Taq polimerasa puede amplificar. Estas variantes suelen dar patrones de
amplificacion constituidos por un numero variable de bandas de ADN. Variantes en las que
previa o posterior a la amplificacion génica se somete el genoma o producto amplificado a
digestion con enzimas de restriccion, y aquellas que amplifican regiones internas de ciertos
genes y posterior secuenciacion (Callaghan y col., 1994; Campbell y col.,1995; Karpati y
Jonasson, 1996).

Los métodos desarrollados en los ultimos afios aplicando PCR, han incluido el uso de

secuencias polimorficas de los genes ADNr 16S y 23S para el desarrollo de pruebas rapidas y
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la identificacién de los cinco primeros miembros (Bauerfeind y col., 1999; Lipuma, 1999).
Estas técnicas han permitido identificar los genomovares Il y V, pero no distinguen entre B.
cepacia I y III y B. stabilis (IV), identificando estas ultimas como un grupo. Las pruebas
basadas en PCR especie-especifico ADNr descritas por Whitby y col. (2000), permiten separar

el genomovar III de B. stabilis, pero ninguno de estos puede ser distinguido del genomovar 1.

Mabhenthiralingam y col., (2000), desarrollaron pruebas de identificacion del CBc
basados en el polimorfismo presente en el gen recA cuyo producto es una proteina RecA,
esencial para la reparacion y recombinacion del ADN, estando debidamente documentada su
utilidad en estudios del CBc. Iniciadores especie-especificos derivados del gen recA
conjuntamente con RFLP, permitieron el reconocimiento de multiples tipos dentro de cada
genomovar. El gen recA present6 94-95% de similaridad entre los diferentes genomovares y
98-99% de similaridad dentro de los genomovares. El principal inconveniente de esta técnica
es la falta de reproducibilidad que puede presentar debida tal vez a la presencia de bandas de
ADN de baja densidad ocasionada por diferencias en la relacion de la concentracion del ADN

molde y del cebador (Coenye, Vandamme y col., 2001).

En general, la PCR es una técnica simple y rapida que ha sido sucesivamente aplicada
para la delineacion de variedades gendmicas del CBC en un amplio rango de cepas
provenientes de muestras clinicas y fuentes ambientales. La discriminacion es buena y puede
correlacionarse con otras técnicas de genotipificacion. El poder discriminatorio es variable de
acuerdo al nimero y secuencia de los iniciadores y a las condiciones de amplificacion. aunque
requiere de varios factores técnicos para ser estrictamente estandarizado con una

reproducibilidad optima (Henry y col., 2001; LiPuma y col., 2001).
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b. Polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP)

En biologia molecular, el término polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restriccion o RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) se refiere a
secuencias especificas de nucledtidos en el ADN que son reconocidas y cortadas por las
enzimas de restriccion (también llamadas endonucleasas de restriccion) y que varian entre
cepas de una misma especie. Las secuencias de restriccion presentan usualmente patrones de
distancia, longitud y disposicion diferentes en el ADN de diferentes cepas de una especie, por
lo que se dice que la poblacion es polimorfica para estos fragmentos de restriccion (Koneman

y col., 1999, Coenye y col., 2001).

Estudios llevados a cabo por la técnica de RFLP en cepas de referencia del CBc, asi
como aquellos provenientes de muestras clinicas y ambientales, empleando tres enzimas de
restriccion (Alu I, Cfol y Dde) han revelado un poder discriminatorio limitado, al generar
patrones de restriccion idénticos en los genomovares II y IV; sin embargo, han permitido la
obtencion de patrones heterogéneos para B. ambifaria, B. anthina y B. pyrrocinia, asi como
también se pudieron distinguir clones virulentos dentro del genomovar III, el cual juega un

papel importante en la fibrosis quistica (Vermis y col., 2002).

El desarrollo de la PCR especie-especifico conjuntamente con RFLP de la region
ADNTr 16S ha permitido identificar B. cepacia genomovar II, IV, V y VI. Sin embargo, los
genomovares I, III y VII no se han distinguido de los genomovares VII y IX (Segonds y col.,

1999; Fiore y col., 2001).

c. Ribotipificacion

El método de ribotipificacion utiliza secuencias iniciadoras, complementarias a secuencias
conservadas de genes que codifican subunidades 16S e 23S del ARNr, para diferenciar

especies de bacterias con base en el polimorfismo de la region espaciadora intergénica 16S-
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23S del operon del ARNr. Todas estas bacterias poseen multiples copias de genes que
codifican el ARNr. Asi mismo, cada operon de ARNT, contiene una region espaciadora con un
tamafio potencialmente diferente al amplificado de estas regiones, pudiendo originar un perfil
caracteristico. Esta variaciéon en numero, tamafio y composicion de las regiones espaciadoras

permite una mayor o menor discriminacion entre aislados (Mattar, 2000).

Normalmente, si se combina esta técnica con una digestion por enzimas de
restriccion da lugar a dos productos de amplificacion con la finalidad de aumentar su poder
discriminatorio, en casos en que un ribotipado por PCR no detecte polimorfismos de las
regiones espaciadoras (Brosh y col.,, 1996). En este sentido, el ribotipado puede tener

aplicaciones tanto taxondmicas como epidemioldgicas.

En investigaciones realizadas para la identificacion del CBc, la ribotipificacion ha
presentado un gran potencial para la distincion entre cepas de los genomovares I, 111, IV, V, VI
y B. gladioli, empleando las enzimas de restriccion Pvull y ECORI y a su vez ha permitido
observar la heterogeneidad genética en cepas de los genomovares I, III y IV ( LiPuma y col.,

1991; Brisse y col., 2000).



II. MATERIALES Y METODOS

A. Cepas bacterianas

Se colectaron 156 cepas de BGNNF o Pseudomonas durante el periodo enero de 2001
hasta diciembre de 2002, de las cuales se seleccionaron al azar 74 aislados. De estos 49
provenientes de pacientes de servicios hospitalarios de tres ciudades de Venezuela (Caracas,
Cumana y Mérida) y 25 de cepas ambientales (agua, insectos y plantas) de las areas gegraficas
sefialadas. Se empled la cepa B. cepacia CVCM 626 como control, la cual es derivada de la
cepa ATCC 25416.

B. Caracterizacion fenotipica del complejo Burkholderia cepacia

y otros organismos relacionados

Se emplearon métodos estandarizados basados en las caracteristicas morfologicas,
fisiologicas y bioquimicas (Koneman y col., 1999, Murray y col., 1999) y los protocolos

complementarios basados en las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas (Apéndices 1, 3, 4

y 5).

1. Siembra y aislamiento

Las diferentes cepas fueron subcultivados en agar Luria Bertani (LB) y en agar
MacConkey, se incubaron por un periodo de 24 a 72 h, a una temperatura de 30° C para los
aislados ambientales, y a 37° C en condiciones de aerobiosis en el caso de los bacterias
nosocomiales. Para el aislamiento, las colonias fueron seleccionadas tomando en

consideracion aspecto, consistencia, tamafio, forma y produccion de pigmento.

La pureza de las colonias se comprobd a través de la coloracion de Gram,

observandose al microscopio la presencia de bacilos Gram negativos tipicos.
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2. Caracterizacion bioquimica (Métodos convencionales)

Para la identificacion y caracterizacion de los diferentes BGNNF a nivel de género y
especie se emplearon pruebas bioquimicas preliminares tales como: oxidasa, fermentacion de
los aztcares glucosa y lactosa empleando el agar Kligler, motilidad, oxidacion de glucosa. Se
incubaron y examinaron por espacio de 24 hasta 96 horas a 30° C (aislados ambientales) y 37°

C (aislados nosocomiales) y el crecimiento a 42° C en agar LB durante 24 a 48 horas.

3. Caracterizacion bioquimica. Sistema semiautomatizado ATB/PLUS

Se utilizd el sistema comercial semiautomatizado ATB/PLUS, (software de
identificacion numérica) empleando las galerias API 20 NE e ID 32 GN (BioM¢érieux) y, de
acuerdo a las instrucciones del fabricante, se preparé una suspension de las cepas, inoculadas
luego en las diferentes galerias. En el caso de las galerias API 20 NE, se incubaron a 30° C por
24 hasta 96 horas. Las lecturas de las reacciones producidas, espontaneas o reveladas mediante
la adiciéon de reactivos se llevaron a cabo utilizando una tabla de lectura respectiva y
registrando los resultados mediante el sistema semiautomatizado ATB/PLUS con un programa
de identificacién para BGNNF. Para la galeria ID 32 GN se incubaron a 30° C por 24 a 48

horas y las lecturas se realizaron directamente mediante el Sistema ATB/Plus.

4. Pruebas bioquimicas complementarias

Se compararon los perfiles obtenidos por ambas galerias y se realizaron pruebas
bioquimicas complementarias que permitieron despejar las inconsistencias del sistema o
perfiles erroneos. Para ello se emplearon pruebas tales como: oxidacion-fermentacion:
maltosa/manitol/xylosa /fructosa/lactosa; arginina dihidrolasa; lisina descarboxilasa; hidrolisis
de la esculina, gelatina; la incubacion se llevo a cabo bajo iguales condiciones que las pruebas
preliminares. También se realizé la prueba de resistencia al taxo de la polimixina B (300 U) y
al crecimiento en agar LB con polimixina B (600 U) a 30° C y 37° C para aislados ambientales

y nosocomiales respectivamente, incubando por 24 a 48 horas. Una vez identificada la cepa, se
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procedid a su conservacion en agar LB a temperatura ambiente (taco) y en caldo tripticasa

soya con glicerol al 20% a temperatura de —20° C.

C. Caracterizacion molecular de miembros del Complejo

Burkholderia cepacia a través de iniciadores especie-especifico por PCR

1. Aislamiento del ADN genémico

El aislamiento del ADN gendmico se llevo a cabo seglin el procedimiento descrito por
Mahenthiralingam y col. (1997). El ADN se resuspendi6 en 250 pl de TE (Tris-HCl 10 mM,
pH 8, EDTA 1 mM) a una concentracion de 1 pg/ml. La muestra fue visualizada mediante

electroforesis en geles de agarosa en buffer TBE 0.5X (Apéndice 6).

2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El protocolo a seguir se llevd a cabo por el método descrito por Whitby y col. (2000)
utilizando un termociclador Perkin Elmer GeneAmp (PCR System 2400). Se prepararon
reacciones de 50 ul con 800 pmoles de cada iniciador, 100 ng de ADN gendémico, 200 uM de
cada NTP y 1,25 U de Taq Polimerasa, en MgCl, 2 mM. La desnaturalizacion inicial se llevo
cabo a 95 °C por 3 min, con 30 ciclos repetidos de amplificacion de hibridacion a 60 °C por 1
min, extension a 72 °C por 1 min, 30 seg y desnaturalizacién a 94 °C por 1 min, con un tiempo
final de extensién de 5 min a 75 °C. Los productos amplificados fueron visualizados en
electroforesis en geles de agarosa. Se utilizdO como control positivo una cepa de B. cepacia
CVCM 626 derivada de la cepa ATCC 25416, y como control negativo se utilizo E. coli C-
137. Los iniciadores utilizados fueron: PSL PSR, G1-G2, SPR3-G1,-SPR4-G1 (Tabla 2).

El par de iniciadores PSL-PSR se emple6 como control para amplificar un producto de
aproximadamente 300 pb de una region ARNr conservada en todas las bacterias (PCR

Universal). Los iniciadores G1-G2 amplifican un producto de 1300 pb de los genomovares I,
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III, y B. stabilis. Los iniciadores SPR3-G1 amplifican en cepas de los genomovares I y II
(1200 pb), y el par SPR4-G1 amplifica en aislados de los genomovares I y B. stabilis
(1200pb). Se establecio una correlacion entre la identificacion fenotipica y los genomovares
determinados por la técnica de PCR, segiin esquema algoritmico (Figura 2) previamente

descrito (Whitby y col., 2000).
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Tabla 2. Iniciadores empleados en la PCR para la identificacion de los
genomovares I, I1. IIl y IV del Complejo B. cepacia.

Iniciadores Secuencia 5-3 Sitio Blanco
G1 GCCATGGATACTCCAAAGGA 153-133 (23S)
G2 TCGGAATCCTGCTGAGAGGC 938-958 (16S)
SPR3 TCGGAAAGAGACCGGCG 969-985 (16S)
SPR4 TCGAAAGAACCATA 969-985 (16S)
PSL * AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 780-803 (16S)
PSR* ACTTAACCCAACATCTACGCACGAC 1092 -1068 (16S)

* : Iniciadores universales para genoma bacteriano ( 300 pb)

Whitby y col.(2000)
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Aislado del Complejo B. cepacia desconocido

PCR con G1-G2

e N

Genomovares 1. IT1. o B. stabilis B. multivarans o B. viethamensis

PCR + PCR + SPR4/G1
con SPR4/G1 con SPR3/G1
_|_ -
+ -
Genomovares 111 o I Genomavares I o B. stahilis B. multivorans B. vietnamensis

Figura 2: Algoritmo de PCR para identificar las especies y genomovares del Complejo B.
cepacia (I, IL III, IVy V)

Fuente: Whitby y col. (2000).
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D. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en aislados ambientales

y nosocomiales de B. cepacia

1. Método de difusion del disco en agar

Se determinaron los patrones de susceptibilidad antimicrobianos a los aislados
identificados como B. cepacia, mediante el método de difusion del disco en agar, en medio
Miieller-Hinton (Difco Laboratories), de acuerdo al criterio del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2006). Las placas de agar Miieller-Hinton fueron inoculados con
una suspension bacteriana equivalente al patron 0,5 McFarland y luego fueron colocados los
diferentes discos de antimicrobianos (Becton Dickinson). Las zonas de inhibicion de
crecimiento (en milimetros) fueron registradas después de incubacion a 37° C por 24 horas. Se
empled como cepa control Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Los antimicrobianos
probados fueron imipenem (IPM) 10 pg, tobramicina (TOB) 10 ng, amikacina (AK) 30 pg,
aztreonam (ATM) 30 pg, ciprofloxacina (CIP) 5 pg, ceftazidima (CAZ) 30 pg, piperacillina
(PIP) 100 pg, piperacillina-tazobactam (TZP) 100/10 ug y trimetoprim-sulfametoxazol (SXT)
1,25/23,75 pg.

2. Concentracion inhibitoria minima (CIM)

La CIM para los diferentes antimicrobianos fue determinada por el método de dilucion,
en medio Miieller-Hinton segiin lo recomendado por el CLSI (2006), para lo cual se utilizaron
soluciones stock de los diferentes antimicrobianos obtenidos comercialmente y reconstituidos
segun las indicaciones del fabricante. Para realizar el control de calidad, se emplearon cepas
bacterianas con espectro de sensibilidad conocido, utilizando, las cepas -certificadas

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Escherichia coli 25922.
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E. Electroforesis de proteinas totales en geles de poliacrilamida con

duodecil sulfato de sodio

1. Preparacion de extractos de proteinas totales

Aislados representativos de los diferentes genomovares ambientales y nosocomiales
fueron subcultivados en 20 ml de caldo LB en frascos erlenmeyer de 100 ml de capacidad en
rotador a 100 rpm, incubados a 30 °C durante 18 horas. Posteriormente, cada cultivo se
centrifugd a 5000g x por 15 min a temperatura ambiente. Los sedimentos fueron lavados con
500 wpl de buffer fosfato, pH 7,2, y centrifugados 13000g por 15 min. Los extractos de
proteinas totales fueron obtenidos usando buffer Tris HCl 45Mm, 0,2%, N-lauroylsarcosine,
pH 6,8, segun el procedimiento descrito por Wu y col., (1997). Posteriormente, los sedimentos
fueron homogeneizados brevemente en 500 pl de buffer de extraccién conteniendo 45mM
Tris-HCI, 0,2% N-Lauroylsarcosine, pH 6,8. Después de incubacion a temperatura ambiente
por 10 minutos, se centrifugd la mezcla a 10000g por 2 min y se recolectd el sobrenadante.
Las proteinas contenidas en el sobrenadante fueron determinadas de acuerdo al ensayo de
proteinas de Lowry modificado (Stoscheck, 1990), empleando como estandar albimina bovina

(Apéndice 7).

2. Purificacion de proteinas de membrana externa

Las proteinas de membrana externa fueron purificadas de acuerdo al método descrito
por Zhang y col. (2000). Los aislados fueron incubados en 30 ml de caldo LB a 30 °C, por
18h, con agitacion constante a 100 rpm. Luego, 20 ml de cada cultivo fue centrifugado a
5000g, por 15 min, a temperatura ambiente. Los sedimentos fueron lavados con 20 ml de
buffer fosfato 50 mM, pH 7,2 y centrifugados, a 5000g por 15 min. Los sobrenadantes fueron
descartados y cada sedimento fue resuspendido en 3 ml de buffer fosfato 50 mM
homogeneizado y centrifugado a 6000g, por 10 min a 4 °C. Los sobrenadantes fueron
decantados y recentrifugados a 260000g (50000 rpm, Sorvall TV865) por 30 min a 4 °C. Los
sedimentos fueron lavados una vez con buffer fosfato 50 mM y luego, resuspendidos en 300 pl

de buffer fosfato e incubados con 1,5% N-Lauroylsarcosine por 30 min a temperatura
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ambiente. Después de la centrifugacion a 260000g por 30 min a 4 °C, los sobrenadantes fueron
descartados y los sedimentos resuspendidos en buffer para extraccion de proteinas como se
describio previamente. Las proteinas de membrana sarkosyl-insolubles fueron recobradas por
ultracentrifugacion a 80000 rpm (A100, 30°, rotor Beckman) por 30 min. Cada sedimento fue
resuspendido en 60 ul de buffer para la extraccion de proteinas y conservado a -20°

C (Apéndice 8"y &B).

3. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%

Los extractos de proteinas totales y proteinas de membrana externa de los aislados de
B. cepacia fueron colocados en un gel de 10% de poliacrilamida usando un sistema SDS-
PAGE discontinuo, segun lo descrito por Wu y col., (1997). Muestras de 60-80 pg de
proteinas fueron desnaturalizadas por ebullicion por 2 min en buffer solubilizante previo a la
carga en el gel. El gel de poliacrilamida de 26cm x 12,5¢cm x 1,5mm fue colocado en una
unidad horizontal (LKB 2117 Multiphor II Pharmacia Biotech), la corrida electroforética se
llevo a voltaje constante de 60 volts, por 18-20 h, con la temperatura del gel mantenida a 15
°C. Los geles fueron tefiidos primero con 0,1% de azul brillante de Coomassie en 10% de
acido acético y 50% de metanol se decoloré con metanol/acido acético/H,O (5:1:4), y
seguidamente se sometio a coloracion con nitrato de plata (Goldman y col., 1981). El analisis
densitométrico de los geles se llevo a cabo usando el programa SigmaGel (Jandel Scientific
software) y los valores Ry de la proteinas individuales fueron calculados para obtener el peso
molecular de las diferentes bandas. Se empleo un marcador de proteinas en un rango 10-

225kDa de peso molecular (Promega Corporation).

F. Analisis de datos

Los resultados de las diferentes determinaciones fueron representados en tablas y/o
figuras. Los resultados obtenidos a través de los sistemas API 20NE e ID 32GN se reportaron
de acuerdo a los criterios del fabricante en términos de aceptable: % de identificacion mayor al

90%; dudoso: perfil con dos posibilidades a nivel de género o especie (se requieren pruebas
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bioquimicas confirmatorias); inaceptable e incorrecto: el perfil presenta mas de tres

posibilidades a nivel de género o especie.

La sensibilidad y especificidad de los métodos convencionales, sistemas comerciales y
método de reaccion en cadena de la polimerasa, fue calculada por el método estandar

propuesto por Morton y col., (1993).

Se realizd un andlisis de clasificacion basado en los resultados de las pruebas
bioquimicas aplicadas sobre el CBc mediante los métodos convencionales, se aplicd un
analisis multivariado (conglomerado de datos) sobre los datos de presencia-ausencia, con el
fin de obtener grupos de cepas con las mismas caracteristicas funcionales. Se utiliz6 como
medida la distancia euclidiana al cuadrado, y como criterio de agrupacion el método del
“vecino mas lejano” (Dice, 1945). A partir del dendograma obtenido, se definieron los grupos

o conglomerados.

Se evalud el poder discriminatorio de los métodos fenotipicos y la prueba molecular
PCR para la identificacion del CBc, determinando la probabilidad promedio de que el
marcador utilizado (método aplicado) clasificara en 2 tipos distintos a 2 cepas no relacionadas
escogidas al azar de la poblacion de un determinado taxén. El poder discriminatorio se

cuantifico con el Indice de Diversidad de Simpson, segtn la formula:

ID=1-1/N (N-1)S %n; (n-1)

N=n°de cepas; S=n° tipos distintos;  n;= n° cepas pertenecientes al tipo J.

El valor de ID depende del ntimero de tipos distintos definidos por el marcador y de la

n.n

homogeneidad con la que la poblacion estudiada se distribuye en los "n" tipos. Idealmente el

valor de ID debe ser superior a 0,95 (Hunter y Gaston., 1988).
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Para determinar los patrones de resistencia del CBc para los diferentes antimicrobianos
se construy6 una matriz basada en resistencia (+) o sensibilidad (—) para nueve antibioticos y
se elabor6 un dendograma de coeficiente simple asociativo a través del método de

agrupamiento no ponderado de distancia promedio (UPGMA).

En el caso de las proteinas se realizd un analisis de conglomerados, basado en la
presencia o ausencia de bandas proteicas y se elabor6 el dendograma respectivo mediante
el método de agrupamiento. Se calculd el indice del coeficiente de similaridad (Dice,
1945) entre los grupos formados por los patrones de bandas en SDS-PAGE, usando la
formula: S (%) =2X x 100/a+b, donde (a) representa el total de bandas en el carril 1, (b) el
numero total de bandas en el carril 2, y X el total del nimero similar de bandas en ambos
carriles (Malik y col., 2003). Los datos fueron analizados usando el programa SPSS

version 12.0 (SPSS Inc., USA).



III. RESULTADOS

A. Identificacion bioquimica de Burkholderia cepacia y géneros

relacionados por métodos convencionales
1. Caracteristicas bioquimicas

Mediante la aplicacion de un conjunto de pruebas morfoldgicas y bioquimicas
preliminares, y el empleo de los métodos descritos en la seccion de materiales y métodos, se
procedio a la identificacion de las 74 cepas incluidas en este estudio. Se obtuvieron los
siguientes resultados: Burkholderia cepacia, 28 (37,83%); Stenotrophomonas maltophilia, 15
(20,27%); Achromobater xylosoxidans, 9 (12,16%) Pseudomonas sp, 11 (14,86%), y los 11
restantes (14,86%) BGNF (Pseudomonas alcaligenes, P. stutzeri, P. mendocina, P. luteola, P.
fluorescens y Ralstonia picketti) y 2 BGNNF no fueron identificados (Tabla 3). Los métodos
convencionales presentaron una sensibilidad de 92,85% y una especificidad de 95,83% (Tabla

6).

Las cepas identificadas como B. cepacia mostraron al examen microscopico
(coloracion de Gram) bacilos Gram negativos tipicos, pequenos, dispuestos de manera

irregular (Figura 3A).

En cajas de petri con agar Luria Bertani se observaron colonias translucidas, brillantes,
de consistencia blanda, de bordes definidos y lisos; algunas de las colonias presentaban
pigmento amarillo, el cual no se difundia al medio. (Figura 3B). En el agar MacConkey no
todas las cepas se desarrollaron con la misma intensidad, las colonias eran lactosa negativa, en

su mayoria con escaso crecimiento a las 24 horas.



Tabla 3. Identificacion bioquimica de Burkholderia cepacia y géneros relacionados por

métodos convencionales
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Hospitalarios Ambientales Total
Organismo n (%) n (%) N (%)
Burkholderia cepacia 21 (28,37) 7 (9,45%) 28 (37,83%)
Stenotrophomonas maltophilia 11 (14,86%) 4 (5,4%) 15 (20,27%)
Achromobacter xylosoxidans 9 (12,16%) 0 9 (12,16%)
Pseudomonas alcaligenes 0 2 (2,7%) 2 (2,70%)
Pseudomonas stutzeri 0 3 (100%) 3 (4,0%)
Pseudomonas sp. 5(6,75%) 6 (8,1%) 11(14,86%)
Pseudomonas mendocina 0 1 (1,35%)) 1 (1,35%)
Pseudomonas luteola 0 1 (1,35%) 1 (1,35%)
Ralstonia picketti 0 1(1,35%) 1 (1,35%)
Pseudomonas fluorescens 1(1,35%) 0 1 (1,35%)
BGNNF no identificado 2 (100%) 0 2 (2,70%)
Total 49(66,21%) 25(37,83%) 74(100%)

BGNNF: Bacilo Gram Negativo No Fermentador.



Figura 3. Caracteristicas morfologicas de B. cepacia: A: Bacilos Gram negativos tipicos. B: crecimiento en agar Luria Bertani
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En la tabla 4 y figura 4, se observa la gran heterogeneidad de perfiles bioquimicos
presentados por los aislados nosocomiales y ambientales de B. cepacia en conjunto (sumatoria
de los dos grupos), mostrando variaciones en relacion con el perfil tipo para cada una de las
siguientes pruebas: oxidasa (64,28%), OF maltosa (46,4%) y OF manitol (60,71%). Las
pruebas de OF glucosa, asimilacion del manitol, hidrolisis de arginina y polimixina B, se
ajustaron mas al perfil tipo, resultando muy utiles en la identificacién del género. Tres cepas
resultaron sensibles a la polimixina B y no crecieron en el medio con polimixina B afiadido
(CVCM: 1220, CVCM 1276 y CVCM1170). No obstante, fueron reportadas como B. cepacia
al considerar las pruebas confirmatorias. Dos (2) cepas que no pudieron identificarse
inicialmente mediante el empleo de las pruebas preliminares (CVCM1220 y CVCM1429),
sistemas comerciales y pruebas confirmatorias pudieron identificarse dentro del CBc por el

método de la reaccion en cadena de la polimerasa.

Con relacion a los demds géneros identificados, (datos no presentados) las cepas
identificadas como S. maltophilia (100%), mostraron un perfil bioquimico homogéneo de
acuerdo al grado de similitud en las pruebas bioquimicas; oxidasa, OF maltosa y OF Manitol,
y el 93,3% coincidieron con las pruebas crecimiento a 42° C, OF glucosa, ADH y polimixina
B 600U. Una cepa (1428) no coincidio en tres pruebas bioquimicas: asimilacion del manitol,
ADH y PB 300U. Las identificadas como A. xylosidans, presentaron similitud en los perfiles

bioquimicos, y variable para una sola prueba bioquimica.

Once de las cepas fueron identificadas solo a nivel de género, debido a la diversidad de
variables bioquimicas presentadas, siendo identificadas como Pseudomonas sp. Las restantes
14 cepas fueron identificadas a nivel de especie como: P. alcaligenes, P. stutzeri, P.

mendocina, P. luteola, P. fluorescens y Ralstonia picketti.
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Tabla 4. Perfil bioquimico de aislados del Complejo B. cepacia. Métodos bioquimicos convencionales

Identificacion
Crec OF OF ASI Crec. PB aceptable
CVCM Procedencia Fuente OXI 42°C OF GSA MAL MAN MAN ADH 600 U R PB 300U Burkholderia cepacia
Perfil tipo 96% 60% 100% 96% 100% 100% 0% 100% 0-8 mm
626 ATCC Allium cepa + + + - + + - + 0 mm +
810 Ambiental Gusano de maiz - + + + + + - + 0 mm +
935 Ambiental Insecto + - + - - + - + 0 mm +
1204 Ambiental Insecto + - + - - + - + 0 mm +
1220 Ambiental Fresa + + + + - - - - 12 mm* -
1273 Ambiental Ajo - - + - + + - + 0 mm +
1274 Ambiental Ajo - + + + + + - + 0 mm +
1201 IMT Sec. Traqueal + - + + + + + + 0 mm +
795 IAHUC Hemocultivo - + + + + + - + 0 mm +
1276 IAHUC Sec. bronquial + + + - - + - - 13 mm* +
1170 IAHJR Sec. bronquial + + + - - - + - 13 mm* +
1282 SAHUAPA Esputo + - + - + + - + 0 mm +
1328 SAHUAPA Lig. peritoneal + - + + + + + + 0 mm +
1329 SAHUAPA LCR + + + + + + + + 0 mm +
1330 SAHUAPA Catéter + + + + + + - + 0 mm +
1331 SAHUAPA LCR + - + + + + + + 0 mm +
1332 SAHUAPA Catéter arterial + - + + + + + + 0 mm +
1356 SAHUAPA Hemocultivo + + + + - + + + 0 mm +
1357 SAHUAPA Lig. peritoneal + - + + + + + + 0 mm +
1366 SAHUAPA Hemocultivo + + + + - + - + 0 mm +
1367 SAHUAPA Hemocultivo - + + + - + + 0 mm +
1397 SAHUAPA Hemocultivo - - + - - + - + 0 mm +
1398 SAHUAPA Hemocultivo - - + - - + - + 0 mm +
1429 SAHUAPA Sec. bronquial - + + - + - - + 0 mm -
1430 SAHUAPA Hemocultivo - + - - - - + + 0 mm +
1287 IAHULA Sec. muslo - + + - + + - + 0 mm +
1409 IAHULA Sec. bronquial + - - - + + - + 0 mm +
1410 IAHULA Sec. bronquial + - - - + - - + 0 mm +

CVCM: Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos / IAHUC: Instituto Auténomo Hospital Universitario de Caracas / IAHUAPA: Servicio Auténomo
Hospital Universitario Antonio Patricio Alcald, Cumana-Edo Sucre / IAHJR Instituto Autonomo: Hospital Julio Rodriguez, Cumana-Edo Sucre / IMT: Instituto de
Medicina Tropical, Caracas / IAHULA: Instituto Autonomo Hospital Universitario de Los Andes, Mérida / ULA: Universidad de Los Andes / LCR: Liquido
cefalorraquideo / Sec: Secrecion / OXI: Oxidasa / Crec: crecimiento / *: pruebas no coincidentes / OF GSA / OF MAL / OF MAN: Oxidacion-fermentacion Glucosa/
Maltosa/ Manitol / ASI MAN: Asimilacion Manitol / ADH: ArgininaD-hidrolasa / Crec: Crecimiento; R: Resistente / PB: Polimixina B / mm: milimetro.
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O Anbiental
B Nosocomal

Figura 4. Comparacion de los resultados de las pruebas bioquimicas convencionales entre aislados ambientales y de

origen nosocomial de B. cepacia. OXI: Oxidasa / Crec: crecimiento; OF GSA / OF MAL / OF MAN: oxidacién-fermentacién Glucosa/Maltosa/
Manitol / ASI MAN: Asimilacion Manitol / ADH: ArgininaD-hidrolasa / Crec: Crecimiento / PB: Polimixina B.
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B. Identificacion bioquimica a través del sistema comercial ATBplus

(galerias API 20NE e ID 32 GN)

En la tabla 5, se presentan los resultados obtenidos con el sistema ATBplus
(Biomerieux) empleando las galerias API 20NE e ID 32 GN. Con la primera, se identificaron
como B. cepacia 19 (67,85%), con perfil aceptable. Con la segunda galeria, solo 16 (57,11%)
de las cepas fueron identificadas como B. cepacia, con perfil aceptable. En la identificacion
del CBc, el sistema API 20 NE arrojé una sensibilidad correspondiente a 67,85% y una
especificidad de 83,63 %, mientras que el sistema ID 32 GN presentd una sensibilidad de

57,14% y la especificidad fue de 79,31% .

El sistema ID 32 GN permiti6 identificar 14 (93,33%) como S. maltophilia, mientras
que el API 20 NE caracterizo so6lo la mitad de las cepas 7 (46,66%) A. xylosoxidans presento 2
(22,22%) de perfiles aceptables y P. stutzeri 1 (33,33%). Los demas géneros bacterianos se
ubicaron en perfiles aceptables de 45%-100%. Al comparar los dos sistemas, ID 32GN
identifico 47 (63,51%) especies con perfiles aceptables, mientras que el API 20 NE so6lo 29
(39,18%) especies con este perfil.

Para la identificacion definitiva de los diferentes géneros o especies con perfil dudoso,
e inaceptable por ambas galerias, se utilizaron pruebas bioquimicas complementarias
(oxidacion-fermentacion: maltosa/ manitol/ xylosa/ fructosa/ lactosa; arginina-dihidrolasa;
lisina-descarboxilasa; hidrolisis de la esculina, gelatina) que permitieron la identificacion
definitiva de las especies antes mencionadas. Sin embargo, 11 (14,86%) de las cepas fueron
identificadas como Pseudomonas sp. con igual resultado al obtenido con la aplicacion de los
métodos convencionales. Estas cepas presentaron débiles discriminaciones con las galerias
API 20 NE e ID 32 GN y resultados contradictorios con las pruebas confirmatorias
seleccionadas para la diferenciacion del género o especie. Dos (2) de los aislados no pudieron
ser identificados por ninguno de los métodos empleados, reportindose como BGNNF a partir

de los resultados arrojados por las pruebas bioquimicas preliminares. La determinacion de la
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resistencia a polimixina B mostré correspondencia en los métodos de difusion (disco PB
300U) y el de crecimiento en placa (PB 600U), poniendo en evidencia su uso practico en el
laboratorio para diferenciar al género Burkholderia de los demas géneros de BGNNF, por

tratarse del Gnico resistente a este antibiotico.



Tabla 5. Comparacion de las galerias API 20NE e ID3 2GN en la identificacion de

Burkholderia cepacia y BGNNF relacionados
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Perfiles bioquimicos

Sistemas
Organismo n(74) comerciales Aceptable Dudoso Inaceptable Incorrecto
B. cepacia 28 (37,83%) API 20 NE 19 (67,85%) 2 (7,14%) 2 (7,14%) 5 (17,85%)
ID 32 GN 16 (57,14%) 2 (7,14%) 3 (10,71%) 7 (25,0%)
S. maltophilia 15 (20,27%) API 20 NE 9 (60%) 2 (13,33%) 3 (20,00%) 1 (6,6%)
ID 32 GN 14 (93,33%) 0 1 (6,60%) 0
A.xylosoxidans 9 (12,16%) API 20 NE 3 (22,22%) 2 (22,22%) 3(33,33%) 1(11,11%)
ID 32 GN 8 (88,88%) 1(11,1%) 0 0
P. alcaligenes 2 (2,70%) API 20 NE 0 0 0 2(100%)
ID 32 GN 0 2(100%) 0 0
P. stutzeri 3 (6,52%) API 20 NE 1 (33,33%) 2(66,66%) 0 0
ID 32 GN 3 (100%) 0 0 0
API 20 NE 1 (9,09%) 2 (18,18%) 0 8 (72,72%)
Pseudomonas sp. 11(14,86%) ID 32 GN 5 (45,45%) 1 (9,09%) 2 (18,18%) 3 (27,27%)
P. mendocina 1(1,35%) API 20 NE 0 0 0 1
ID 32 GN 0 1 0 0
P. luteola 1(1,35%) APl 20 NE 0 1 0 0
ID 32 GN 0 1 0 0
R. picketti 1(1,35%) APl 20 NE 0 1 0 0
ID 32 GN 0 0 1 0
P. fluorescens 1(1,35%) API 20 NE 0 1 0 0
ID 32 GN 1 0 0 0
BGNNF no 2 (2,70%) AP| 20 NE 0 0 0 1
identificado ID 32 GN 0 0 0 1

Aceptable: % de identificacion mayor al 90%; dudoso: perfil con dos posibilidades a nivel de género o especie

(se requieren de pruebas bioquimicas confirmatorias); inaceptable e incorrecto: el perfil presenta mas de tres

posibilidades a nivel de género o especie. BGNNF: bacilo Gram negativo no fermentador.
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Tabla 6. Sensibilidad y especificidad de los métodos convencionales y sistemas

comerciales en la identificacion de B. cepacia

Métodos
convencionales API 20 NE ID 32 GN
Resultados de Otros Otros Otros
cepas de B. cepacia | B. cepacia | BGNNF B. cepacia BGNNF | B. cepacia |BGNNF
identificadas
+1(28) 26 2 19 0 16 0
- (46) 2 46 9 46 12 46
Sensibilidad 92,85% 67,85% 57,14%
Especificidad 95,83% 83,63 % 79,31%

BGNNF: Bacilos Gram negativos no fermentador

+: positivos; -: negativo
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C. Identificacion de miembros del Complejo B. cepacia mediante

PCR especie-especifico

Los 28 aislados identificados como B. cepacia, empleando métodos microbiologicos
convencionales, fueron sometidos a estudio mediante la aplicacion de la técnica de la reaccion
en cadena de la polimerasa bajo las condiciones descritas en la seccion materiales y métodos.
En cada reaccion se emplearon 50 ul con 800 pmoles de los iniciadores PSL, PSR, G1-G2,
SPR3-G1, SPR4 y G1PCR descritos en la tabla 2. En las figuras 5, 6 y 7 se presentan los
resultados de los productos obtenidos a través de la prueba de la PCR con algunas de las cepas
estudiadas, representativas de los genomovares I (cepas CVCM626, CVCM810, CVCM
1327, CVCM1273 y CVCM795), II (cepas CVCM1220), III (cepas CVCM133, CVCM1367)
y IV (cepa CVCM1274) identificados en el Complejo Burkholderia cepacia. Se ponen en
evidencia los productos esperados (1300 pares de bases) para el genomovar I (con los
iniciadores G1-G2, SPR3-G1 y SPR4-G1), genomovar II (con SPR3-G1) y el genomovar III
(con G1-G2 y SPR3-Gl), asi como el producto de 310 pb para los iniciadores PSL-PSR,
comun para todas las bacterias. En la tabla 7, se presenta un resumen de los resultados
obtenidos, con 13 cepas positivas para los pares de iniciadores G1-G2, SPR3-G1 y SPR4-G1
(genomovar I); 4 cepas positivas para SPR3-G1 (genomovar II, B. multivorans); 3 cepas
positivas para G1-G2 y SPR3-G1 (genomovar III, B. cenocepacia); 1 sola cepa, aislada de ajo,
positiva con G1-G2 (genomovar IV, B. stabilis) y 7 cepas que no amplificaron con G1-G2 y
SPR3-G1, identificadas bioquimicamente como B. cepacia, y posible B. vietnamensis. Todos
los ADN de los 74 aislados ensayados amplificaron con los iniciadores PSL-PSR. No se
obtuvieron amplificados para las 26 cepas que bioquimicamente resultaron identificados como
otros géneros, al igual que la cepa control negativo E. coli C-137. La sensibilidad de la prueba
molecular PCR en la identificacion de miembros del CBc fue 75% y la especificidad

de 86,79% (Tabla 8).
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Figura 5. Amplificacion por PCR del genomovar I del Complejo B. cepacia en aislados ambientales: CVCM 626 (ATCC

25416), CVCM 810 (gusano de maiz), CVCM 1273 (ajo) y hospitalaria, CVCM 795. Carril 1: marcador de peso molecular 1 kb DNA
ladder. Carriles 2, 6, 10, 14, amplificados con iniciadores PSL-PSR. Carriles 3, 7, 11, 15 amplificados con iniciadores G1-G2. Carriles 4, 8, 12, 16,
amplificados con iniciadores SPR3-G1.Carriles 5, 9, 13, 17, amplificados con iniciadores SPR4-G1.
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Figura 6. Amplificacion por PCR de los genomovares III1 (CVCM: 1331 y 1367) I (CVCM 1328), IV (CVCM 1274) del

Complejo B. cepacia. Carril 1: marcador de peso molecular 1 kb DNA ladder. Carriles 2, 6, 10, 14,18 amplificados con PSL-PSR. Carriles 3, 7, 11, 15,
19, amplificados con iniciadores G1-G2. Carriles 4, 8, 12, 16, 20, amplificados con iniciadores SPR3-G1. Carriles 5, 9, 13, 17, 21, amplificados con
iniciadores SPR4-G1. Control negativo, Ecoli C-137.
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Figura 7. Amplificacion por PCR de los genomovares I (CVCM 626 y 1332) II (CVCM 1220) del Complejo B. cepacia, Carril
1: marcador de peso molecular 1 kb DNA ladder. Carriles 2, 6, 10, 14, amplificados con iniciadores PSL-PSR. Carriles 3, 7, 11, 15, amplificados con

iniciadores G1-G2. Carril 4, 8, 12, 16, amplificados con iniciadores SPR3-G1. Carriles 5, 9, 13, 17, amplificados con iniciadores SPR4-G1. Control negativo,
Ecoli C-137.



Tabla 7. Identificacion de genomovares del Complejo Burkholderia cepacia

por PCR especie-especifico

Iniciadores

N° CVCM Fuente G1-G2 SPR3-G1 SPR4-G1  Genomovares
626 Allium cepa + + + I
810 Gusano de maiz + + + I
1273 AJO + + + I
795 HUC + + + I
1287 ULA + + + I
1328 SAHUAPA + + + I
1329 SAHUAPA + + + I
1330 SAHUAPA + + + I
1332 SAHUAPA + + + I
1356 SAHUAPA + + + I
1366 SAHUAPA + + + I
1397 SAHUAPA + + + I
1398 SAHUAPA + + + I
1357 SAHUAPA - + - 11 (B. multivorans)
1220 Fresa - + - I (B. multivorans )
1429 SAHUAPA - + - I1 (B .multivorans)
1201 IMT - + - I1 (B. multivorans)
1367 SAHUAPA + + - I1I (B. cenocepacia)
1204 Insecto + + - 111 (B. cenocepacia)
1331 SAHUAPA + + - 111 (B. cenocepacia)
1274 Ajo - - + IV (B. stabilis)
935 Insecto - - - V(B. vietnamensis)
1276 HUC - - - V(B. vietnamensis)
1170 HIJR - - - V(B. vietnamensis)
1282 SAHUAPA - - - V(B. vietnamensis)
1409 IAHULA - - - V(B vietnamensis)
1410 IAHULA - - - V(B. vietnamensis)
1430 SAHUAPA - - - V(B. vietnamensis)

CVCM: Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos / IAHUC: Instituto Auténomo Hospital Universitario de
Caracas / SAHUAPA: Servicio Autébnomo Hospital Universitario Antonio Patricio Alcala, Cumana-Edo Sucre / IAHJR:
Instituto Autonomo Hospital Julio Rodriguez, Cumana-Edo Sucre / IMT: Instituto de Medicina Tropical, Caracas / [AHULA:
Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los Andes, Mérida / ULA: Universidad de Los Andes. (+): resultado de los
amplificados positivo con los pares de iniciadores G1-G2, SPR3-G1 y SPR4-G1. (-): resultado de los amplificados negativos
con los diferentes nares de iniciadores nrobados.



Tabla 8. Sensibilidad y especificidad de la prueba de PCR en la identificacion del

Complejo B. cepacia

Resultados de cepas de

B. cepacia identificadas

PCR

B. cepacia | Otros BGNNF

45

21
7

46

Sensibilidad
Especificidad

75%
86,79%

BGNNF: Bacilos Gram negativos no fermentadores

+: positivos; -: negativo
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Tabla 9. indice discriminatorio para cuatro métodos de identificacién

del Complejo B. cepacia

Método Cepas N° de tipos Indice
identificadas discriminatorio
(o)
PCR 21 5 99,2
ID 32GN 16 2 50,79
API 20 NE 19 2 45,24
Método
convencional 26 2 13,76

50
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1. Resultados del analisis de clasificacion de las pruebas bioquimicas y de

los genomovares

El analisis de conglomerados representado por un dendograma (Figura 8) reveld que

las cepas se distribuyen en al menos cinco grupos principales:

Grupo 1: integrado por las cepas CVCM: 1429, 1201, 1397, 1331, 1332,1366,
1330 las cuales se separarn porque todas son oxidasa positiva, descarboxilan la

ornitina y la lisina.

Grupo 2: integrado por las cepas 1204, 1357, 128,1282, 935, 1328, estas se

separan porque no crecen a 42° C y todas crecieron en agar MacConkey.

Grupo 3: integrado por las cepas CVCM: 1220, 1356,1367, 1398,1274, 1329,

795,1273. Estas se separan porque reaccionaron a la arginina D-hidrolasa.

Grupo 4: integrado por las cepas CVCM: 1410,1409,1430,810. Estas se

separan por la falta de oxidacion-fermentacion de la xilosa y la maltosa.

Grupo 5: integrado por las cepas CVCM: 626, 1276, y 1170. Estas se separan

porque oxidan glucosa, crecen a 42° C y oxidan la glucosa.

Con respecto a los diferentes genomovares no se observo un perfil bioquimico

especifico de grupo: las cepas pertenecientes al genomovar I se ubicaron en todos los grupos.

Las cepas del genomovar II presentaron dos perfiles bioquimicos ubicandose en los grupos

bioquimicos 1 y 3. Las cepas del genomovar V se ubicaron en los grupos 2, 4 y 5. Las tres

cepas pertenecientes al genomovar 111, presentaron perfiles bioquimicos distintos entre si y se

ubicaron en los grupos 1,2 y 3.
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Figura 8. Dendograma del analisis de conglomerados basado en los
resultados de las pruebas bioquimicas y los genomovares del Complejo

Burkholderia cepacia.
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2. Resultados del analisis del poder discriminatorio de los cuatro métodos
empleados en la identificacion del CBc a través de la aplicacion del

indice de diversidad de Simpson

En la Tabla 9 se presentan las cepas identificadas dentro del CBc, y el indice o poder
discriminatorio de cada uno de ellos. La prueba de la reaccidon en cadena de la polimerasa
presento el mas alto indice discriminatorio (99,2%) al distribuir las 28 cepas en cinco tipos. El
sistema ID 32 GN resultd con un indice discriminatorio de 50,79% identificando 16 aislados y
discriminando las especies de B. cepacia en 2 tipos, y el API 20 NE con un indice
discriminatorio de 45,24%. Los métodos convencionales presentaron un indice discriminatorio

muy bajo de 13,76%.

D. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

En la tabla 10, se presenta la distribucion de la resistencia antimicrobiana de las cepas
del CBc de acuerdo a la resistencia determinada por CIM. Todos los aislados nosocomiales y
71% de aislados ambientales fueron resistentes para AK; 100% de nosocomiales y 57% de
aislados ambientales fueron también resistentes a TOB. En el caso del ATM, 76% de los
aislados nosocomiales y 57% de los aislados ambientales presentaron resistencia a este
antimicrobiano. La resistencia para IPM en los aislados nosocomiales fue de 67% y en los
aislados ambientales de 43%. Los antibidticos mas efectivos fueron: PIP, CIP, SXT, CAZ y
TZP. Sin embargo, la CIM para PIP y CAZ, asi como para IPM, AK y TOB, fue mas alta en

los aislados nosocomiales.

El anélisis de conglomerados, representado por un dendograma (Figura 9), muestra 18
perfiles con un nivel de 75% de similaridad. Es notorio que, tanto los aislados nosocomiales
como los ambientales formaron un gran conglomerado (cluster). En 11 aislados nosocomiales
se observo un perfil homogéneo, mientras que el resto de los perfiles de los aislados

nosocomiales y ambientales de diferentes origenes fue francamente heterogéneo.
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Tabla 10. Distribucion de las cepas del Complejo Burkholderia cepacia de

acuerdo a la resistencia antimicrobiana determinada por CIM

Aislados ambientales (7) Aislados nosocomiales (21)
% CIM/ Rango (ng/ml) % Resistencia CIM/ Rango
Resistencia (ng/ml)
Imipenem 42,9 1-32 66,7 2-64
Tobramicina 57,1 2-64 100,0 2-128
Amikacina 71,4 4-128 100,0 4-256
Aztreonam 57,1 4-32 76,2 4-32
Ceftazidima 28,6 1-32 14,3 4-64
Ciprofloxacina 28,6 0,5-4 23,8 0,5-4
Trimetoprim/ 28,6 1/38-4/76 4,8 1/38- 4/76
sulfametoxazol
Piperacilina 14,3 1- 128 9,5 1- 256
Piperacilina/ 17,9 16/4-128/4 14,3 16/4-128/4
Tazobactam

CIM: concentracion inhibitoria minima
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Escala de distancia de combinacion de conglomerados
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Figura 9. Dendograma derivado del coeficiente simple asociativo y UPGMA, para
patrones de resistencia a antimicrobianos de aislados de B. cepacia nosocomiales y

ambientales. N: nosocomial; A: ambiental.
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E. Perfiles de proteinas por SDS-PAGE del Complejo B. cepacia

En la figura 10, se observa el patréon de bandas de extractos de proteinas totales,
obtenido por SDS-PAGE de un grupo representativo de aislados nosocomiales y ambientales
donde se sefialan algunas de las bandas comunes entre ambos grupos (bandas de M; 50,76 y 86
kDa). El anélisis densitométrico computarizado de los perfiles de extractos de proteinas totales
y de membrana externa de todos los aislados del CBc obtenidos por SDS-PAGE, se representa
en la tabla 11. Se expresa el porcentaje relativo de bandas de proteinas de mayor ocurrencia en
extractos de células completas y de membrana externa en aislados nosocomiales y ambientales
del CBc y revela bandas con pesos moleculares (M;): 135k, 114k, 98k, 96k, 82k, 86k, 72k,
76k, 63k, 61k, 57k, 53k, 39k, 31k, 27k y 25k Da que estan presentes en mas del 50% del total
de cepas del CBc. Una banda de M, 135kDa se encontré aproximadamente en 71% de aislados
nosocomiales y 57% de ambientales. En 67% de aislados nosocomiales y 71% de los aislados
ambientales se detecté una banda de M; 76kDa, mientras que una banda de M; 50kDa fue
observada en 43% de aislados nosocomiales y 86% de aislados ambientales. Seis bandas de
proteinas de M; 96k, 82k, 76k, 72k, 63k y 39k Da se encontr6 en >70% de aislados
ambientales. Todas las bandas de proteinas antes mencionadas se observaron en extractos de
proteinas totales tanto en aislados nosocomiales como en ambientales. Por otra parte, las
proteinas de membrana externa, comunes en ambos grupos de aislados fueron las siguientes:

M,, 76k,72k, 63k,61k,57k,53k,39k,31k,27k y 25 k Da.
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Figura 10. Patrones de proteinas por SDS PAGE de aislados ambientales y nosocomiales
del Complejo Burkholderia cepacia. Carril 1: Marcador (A:14,2kDa, B:29kDa, C:45kDa, D:66kDa);
Carril 2: CVCM, 626. Carril 3: CVCM 795; Carril 4: CVCM 1398; Carril 5: CVCM 1331; Carril 6: CVCM1273;
Carril 7: CVCM 1274.



58

Tabla 11. Porcentaje relativo de bandas proteicas de mayor ocurrencia en extractos
de proteinas totales y de membrana externa en aislados nosocomiales y ambientales

del Complejo B. cepacia

Proteinas totales Proteinas de membrana externa
Peso Aislados b Aislados Aislados dAislados
molecular nosocomiales ambientales nosocomiales ambientales
(kDa) (%) (Y0) (Y0) (Vo)

135 76 57 - -

114 62 57 - -

98 38 57 25 67

96 24 71 - -

86 48 57 - -

82 43 71 - 50

76 67 71 75 50

72 53 71 25 33

63 48 83 100 100

61 33 29 50 33

57 43 57 75 67

53 52 57 75 42

50 43 86 50 67

31 48 57 50 50

27 57 43 75 50

25 33 57 25 67

"n=21;"n=7;n=4;"n=6
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El analisis de conglomerados de los patrones de bandas de proteinas por UPGMA y
representado por un dendograma reveld dos grupos principales con un nivel de 75% de
similaridad; cada grupo estuvo a su vez subdividido en varios conglomerados (Figura 11). Un
grupo, compuesto por 43% del total de los aislados, incluyendo 5 ambientales y 8
nosocomiales, mientras que el otro grupo estuvo conformado por 2 aislados ambientales y 13
nosocomiales. Tres aislados ambientales provenientes de ajo del CBc (CVCM 626, 1273 y
1274) demostraron 97% de similaridad con el aislado nosocomial CVCM 1170. Aislados del
Complejo B. cepacia obtenidos de insectos (CVCM 1204) y larva de gusano de cultivo de
maiz (CVCM 810) presentaron 90-93% similaridad con dos aislados nosocomiales, CVCM
1328 y 1170. Una cepa proveniente de cultivo de fresa (CVCM 1220) demostréo 97% de
similaridad con los aislados nosocomiales CVCM 1398 y 795. Por otra parte, un aislado del C
Bc proveniente de insecto (CVCM 935) presentd 93% de similaridad con el CVCM 1201 y

exhibio un nivel de similaridad del 82% con otros 8 aislados nosocomiales.

Basados en las bandas proteicas comunes encontradas mediante SDS-PAGE vy el
coeficiente de similaridad de Dice, los aislados ambientales y sus correspondientes aislados
nosocomiales mas cercanos, de acuerdo a lo inferido por el dendograma de la figura 11,

mostraron un rango de indice de similaridad de Dice entre 72% y 91,4%.

Un andlisis comparativo de porcentajes de aislados nosocomiales y ambientales del
CBc con bandas de proteinas comunes y la resistencia para IPM y ATM demostrd estrecha
asociacion con cinco bandas proteicas de M, 135k, 76k, 72k, 53k and 50k Da (Tabla 12). Estas
bandas estuvieron presentes en 57-79% de aislados nosocomiales y 25-50% de ambientales
resistentes a IPM, asi como también en 71-82% de aislados nosocomiales y 50-75% de

ambientales resistentes para ATM.
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Figura 11. Dendograma derivado del método de conglomerados UPGMA, para perfiles
de proteinas totales de aislados nosocomiales y ambientales del Complejo Burkholderia

cepacia, en un rango de peso molecular de 10 000 a 140 000 Daltons.

N: nosocomial. A: ambiental.
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Tabla 12. Bandas comunes de proteinas y porcentajes relativos de resistencia a imipenem

y aztreonam y en aislados ambientales y nocomiales del Complejo B. cepacia

Bandas Nosocomiales Ambientales
comunes
PM(kDa) IPM (%) ATM(%) IPM (%) ATM(%)
135 67 80 50 71
76 57 71 40 60
72 73 82 40 60
53 79 79 25 75
50 67 78 50 50

PM: peso molecular; IPM: Imipenem; ATM: Aztreonam



IV. DISCUSION

Burkholderia cepacia, descrita previamente como Pseudomonas cepacia, es un bacilo Gram
negativo dificil de aislar debido a que presenta un crecimiento lento en relacion con el de otros
microorganismos con los cuales se encuentra formando comunidades que comparten nichos
ecologicos (Vandamme, 2002) y, en consecuencia, su aislamiento exige el manejo de medios
de cultivos que favorezcan su crecimiento. La identificacion de B. cepacia es una tarea
compleja, ya que requiere no solo condiciones especiales de laboratorio sino experiencia, a los
fines de evitar los errores e imprecisiones que se observan con frecuencia en los reportes de
laboratorio clinico. La identificacion es todavia mas compleja y laboriosa si consideramos que
no se trata de una especie Unica sino de un grupo heterogéneo, referido como el complejo B.
cepacia (CBc) formado por nueve especies dificiles de diferenciar empleando métodos
fenotipicos convencionales. La caracterizaciéon del CBc a nivel de especie o genomovar, es
importante para el manejo clinico adecuado de pacientes, asi como también es relevante desde
el punto de vista epidemiologico para detectar brotes de un genomovar, en particular los
genomovares II y III asociados a la mayoria de los brotes entre pacientes con fibrosis quistica

y con alto grado de transmisibilidad (Turton y col. 2007).

En el presente estudio se aplicaron condiciones para el aislamiento selectivo, y la
identificacion a nivel de especie de miembros del complejo CBC presentes en una muestra
aleatoria de aislados de BGNNF provenientes de muestras ambientales y hospitalarias. La
seleccion preliminar se realizd en agar Luria Bertani-polimixina B, limitando el crecimiento
de la mayoria de los géneros de BGNNF, a excepcion de R. picketti, C. acidovorans, y B.
diminuta que muestran crecimiento variable. Los ensayos preliminares (Apéndice 3) y las
pruebas bioquimicas diferenciales dirigidas a la identificacion de B. cepacia y de géneros
relacionados (Apéndices 4 y 5) fueron complementados por un conjunto de pruebas de
oxidacién de azucares (glucosa, maltosa, xilosa y manitol) descarboxilacion de la lisina,
hidrolisis de la arginina y la hidrolisis de la esculina que permitieron la diferenciacion de los
miembros del grupo (CBc) de géneros estrechamente relacionados (Stenotrophomonas,

Pseudomonas, Achromobacter y otros).
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Todas las cepas incluidas en este estudio se encuentran conservadas en forma de

liofilizados, en el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos.

La identificaciéon de bacilos del grupo CBc, empleando métodos bioquimicos
convencionales, pruebas bioquimicas complementarias y sistemas comerciales no permitieron
una clara discriminacion a nivel de especies dentro del complejo, a pesar de que los mismos
presentaron moderados rangos de sensibilidad y especificidad similares (Tabla 6), a los
reportados previamente por Segonds y col. (1999) y van Pelt y col. (1999). Sin embargo, el
indice discriminatorio de los métodos convencionales y de los sistemas comerciales arrojo
valores en el rango de 13,76% -50,79%, muy por debajo de las pruebas moleculares. Mediante
el empleo de los sistemas comerciales no se logrd la diferenciacion entre genomovares. La
incorporacién de la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) especie-
especifico, empleando iniciadores para la amplificaciéon de secuencias de genes ribosomales
mostr6 una buena sensibilidad de 75% y una especificidad de 86,79, resultados similares a los
reportados por LiPuma y col., 1999 y Whitby y col., 1998, empleando los mismos pares de
iniciadores. En el presente estudio se emplearon los iniciadores descritos en la tabla 2 para la
identificacion y diferenciacion de los genomovares I, II, III y IV. Se obtuvieron resultados
positivos al amplificar y separar en un mismo gel varios aislamientos observandose un alto
poder discriminatorio (99,2%) de amplificacion con los perfiles de bandas para cada iniciador
utilizado. La combinaciéon de los iniciadores G1-G2, SPR3-G1 y SPR4-G1 permitio la
identificacion de 13 aislados pertenecientes al genomovar I, y diferenciar a éste del genomovar
111, el cual amplifico con los pares G1-G2 y SPR3-G1 mas no con el par de iniciadores SPR4-
G1. Otros autores, empleando los pares de iniciadores descritos no obtuvieron amplificados
con el par de SPR3-G1 y, por lo tanto, no pudieron diferenciar estos genomovares (Silva y

col., 2002 y Whitby y col., 2000).

En el caso de las cepas CVCM 935, CVCM 1276, CVCM 1170, CVCM 1282,
CVCM 1430, CVCM 1409 y CVCM 1410, no se logro amplificacion con los pares (G1-G2 y

SPR3-G1). Estas cepas fueron ubicadas en el genomovar V (B. viethamiensis) tomando en
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consideracion el esquema algoritmico propuesto por Whitby y col. (2000). Estudios recientes,
empleando PCR conjuntamente con técnicas como PCR recA y RFLP han permitido
identificar genomovares no descritos previamente para el grupo CBc (Bauernfeind y col.,
1999; Mahenthiralingam y col., 1997 y Mc Dowell y col., 2001).

El analisis de los resultados de las pruebas bioquimicas convencionales representado
en un dendograma (Figura 9), mostrd una similaridad > al 85% entre los miembros del CBc
identificados y la formaciéon de cinco grupos con base en al menos dos (2) pruebas
bioquimicas. Se observd que diferentes genomovares pueden presentar perfiles bioquimicos
comunes por lo que no es posible establecer diferencias. Las cepas identificadas dentro del
genomovar I (13 aislados), mostraron un perfil similar para las siguientes pruebas: crecimiento
a 42 °C, oxidacion de glucosa y manitol, asimilacion del manitol y las pruebas con polimixina
B. Dos aislados CVCM1220 y CVCM1429 no fueron identificadas como B. cepacia por
métodos convencionales, ni por las galerias API 20NE e ID 32GN. Sin embargo, fueron
ubicados como pertenecientes al genomovar I al amplificar con el par de iniciadores SPR3-
G1. Los aislados como pertenecientes al genomovar V no oxidaron el manitol. En relacion con
los aislados ambientales las pruebas de oxidacion de glucosa (positiva) e hidrolisis de la

arginina (negativa) fueron comunes a todos los genomovares.

Al relacionar los perfiles bioquimicos con los genomovares se encontrd que los
aislados identificados por ambas galerias se ubicaron dentro de los genomovares I, III y 1V,
mientras que aquellos con perfiles inaceptables o incorrectos se ubicaron en los genomovares

MyV.

El andlisis comparativo de los resultados obtenidos por los métodos bioquimicos
(pruebas convencionales y galerias) con los de la PCR pone en evidencia la utilidad de los
métodos moleculares al identificar positivamente 21 aislados dentro del grupo CBc. Sin
embargo, en 48 de los 74 aislados estudiados no se logro la amplificacion con los pares de
iniciadores G1-G2, SPR3-G1 y SPR4-G1, pero fueron identificados por métodos bioquimicos

como otros géneros relacionados (Stenotrophomonas, Achromobacter, Pseudomonas sp y
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Ralstonia). Estos resultados permiten aseverar que la aplicacion de métodos convencionales es

de gran utilidad si van acompafiados de técnicas moleculares como la PCR.

El niimero de aislados estudiados limit6 las posibilidades de establecer una relacion
directa entre los perfiles bioquimicos y los genomovares, por lo que se considera necesario
realizar estudios con un mayor nimero de aislados provenientes de diferentes ambientes
naturales y muestras de origen hospitalario, y la inclusion de otras metodologias que han
permitido revelar y diferenciar especies noveles (Balwin y col., 2007; Ramette y col., 2005 y

Vandamme y col., 1997).

La resistencia de B. cepacia, y de los demas miembros del grupo CBc a los agentes
antimicrobianos ha sido considerada como un factor importante en el proceso de colonizacion,
adaptacion y modificacion de nuevos ecosistemas. La resistencia intrinseca del grupo CBc a
algunos antibioticos revela, en buena medida, las adaptaciones experimentadas a lo largo del
tiempo como una respuesta a la presion selectiva ejercida por las interacciones con el medio y
con la diversidad de microorganismos que predominan en un habitat particular. Asi, podria
esperarse que aquellos aislados provenientes de fuentes hospitalarias presentaran diferencias
en sus patrones de resistencia a los agentes antimicrobianos, con respecto a aquellos

provenientes de fuentes ambientales.

Los estudios de resistencia a agentes antimicrobianos revelan la presencia de altos
niveles de resistencia intrinseca a AK y TOB, como resultado de alteraciéon en la
permeabilidad de la membrana. Todos los aislados nosocomiales, provenientes de los centros
hospitalarios HUAPA, IMT ULA, HJR, y HUC mostraron resistencia a ambos antibioticos,
mientras que en las cepas de origen ambiental solo el 70% presentd resistencia a estos
antibioticos. Los aislados ambientales mostraron una amplia diversidad en los patrones de
resistencia. Dos cepas aisladas de ajo y gusano del maiz, fueron sensibles a la mayoria de los
antibioticos probados. Estos resultados coinciden con reportes anteriores (Di Cello y col.,

1997; Meinikow y col., 2000 y Yu y col., 1999) en los que describen altos niveles de
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variabilidad de resistencia entre cepas ambientales del grupo CBc. Por otra parte, el analisis
jerarquico de conglomerados de los patrones de resistencia revelod un alto nivel de semejanza
(>el 75%) entre ellos (Figura 9). Estos resultados sugieren que los aislados ambientales
pudieran ser una fuente potencial de infeccion en pacientes hospitalizados. La caracterizacion
molecular de estos aislados, empleando técnicas como la ribotipificacion, permitiria esclarecer

esta hipotesis.

Los estudios sobre susceptibilidad in vitro muestran que los antibidticos mas efectivos
contra las cepas del grupo CBc identificadas son: CIP, SXT, CAZ, TZP y PIP. Los aislados
clinicos presentaron valores en CIM dos veces mas alta para los agentes antimicrobianos
AMK, TOB, CAZ y PIP, que los de origen ambiental. Para el resto de los antibidticos, las
CIM fueron similares en ambos grupos. Resultados del presente estudio coinciden con
reportes anteriormente descritos (Gales y col., 2005 y Nzula y col., 2002). Sin embargo, es
importante considerar que B. cepacia es a menudo resistente a diferentes antimicrobianos y a

ceftazidima pese a ser sensible in vitro (Gold y col., 1983).

El andlisis de los perfiles de proteinas totales y de membrana externa por SDS-PAGE
permitié diferenciar dos grupos principales de aislados con un nivel de 75% de semejanza;
cada grupo a su vez subdividido en varios conglomerados, asi también se observo la
ocurrencia de bandas comunes en los aislados ambientales y nosocomiales. Sin embargo es
conveniente aumentar el nimero de cepas para discernir sobre la inclusion del SDS-PAGE,
en el diagnodstico inicial de miembros del grupo CBc, segin resultados obtenidos por
Vandamme y col., (1997) y Vermis y col., (2002), quienes aseveran que el SDS- PAGE y el
analisis computarizado asistido del patron de bandas de proteinas, permiten comparar gran
numero de bacterias y especies estrechamente relacionadas. Este método sin embargo, por si
solo resulta insuficiente en la identificacion del CBcC y debe aplicarse conjuntamente con otros

métodos fenotipicos y moleculares (Cain y col., 2000 y Vermis y col.2002).

Con relacion a los perfiles de proteinas encontradas tanto en los aislados nosocomiales

como ambientales se observaron bandas densas de M; 96-98kDa en extractos de proteinas
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totales y de membrana externa. Estas bandas han sido reportadas como proteinas de union al
Heme (M, 96-100kDa) localizado en la membrana externa de una cepa epidémica del

genomovar III (Smalley y col., 2001).

Un analisis comparativo de las bandas de proteinas con los patrones de resistencia a
antibiodticos revelo alta ocurrencia de bandas de proteina M; 135kDa, 76kDa, 72kDa, 53kDa y
50kDa en las cepas que presentaron resistencia a IPM y ATM (tabla 12). Ademas, las bandas
de M, 53kDa y 31kDa, fueron encontradas como comunes en los aislados del grupo CBc que
mostraron resistencia a SXT y al CIP, mientras que la banda de M,. 50kDa estuvo presente
principalmente en cepas resistentes a CAZ. Se requieren estudios complementarios para
determinar la posible correlacion de las bandas de proteinas con factores de virulencia
identificados en cepas de origen hospitalario y ambiental en nuestro medio. En este contexto
es imprescindible ampliar la coleccion de cepas ambientales con muestras colectadas en

diferentes habitats.



V. CONCLUSIONES

El empleo de medios altamente selectivos y el uso combinado de métodos bioquimicos
convencionales, pruebas complementarias y sistemas comerciales, permitieron una buena
identificacion de B. cepacia entre aislados de BGNNF provenientes de muestras ambientales y
de centros hospitalarios colectados en varias regiones de Venezuela. Sin embargo, la sola
aplicacion de aproximaciones fenotipicas no fue suficiente para establecer una separacion a
nivel de especie entre los miembros del grupo de bacilos descritos como pertenecientes al
Complejo Burkholderia cepacia (CBc). El indice discriminatorio de los métodos
convencionales y sistemas comerciales arrojo valores en el rango de 13,76% -50,79%, muy

por debajo de la prueba molecular.

Para lograr una correcta identificacion de las especies es indispensable acompanar la
metodologia fenotipica con técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), empleando iniciadores para la amplificacion de secuencias de genes ribosomales. El
uso de pares de iniciadores en reacciones separadas permitid, con un alto poder

discriminatorio (99,2%) diferenciar entre los genomovares I, II, II[, [V y V.

La relacion entre los métodos bioquimicos (pruebas convencionales y galerias) con los
resultados de la PCR, pone en evidencia el alto nivel de resolucion de esta metodologia. Fue
posible identificar, a nivel de genomovares, 28 aislados entre un total de 74 examinados. Sin
embargo, un nimero importante de cepas no amplificaron con los pares de iniciadores G1-G2,
SPR3-G1 y SPR4-Gl y fueron identificados como otros géneros (Stenotrophomonas,
Achromobacter, Pseudomonas sp y Ralstonia). Los genomovares identificados como B.
vietnamensis con los iniciadores probados, deben ser confirmados por otros métodos como la

ribotipificacion, que permite la diferenciacion a nivel de subespecies o variedades.

El andlisis de conglomerados de las bandas de proteinas de los ensayos con SDS-
PAGE demostré un alto grado de similitud entre los aislados ambientales y nosocomiales, asi

como también entre los diferentes genomovares.
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Tanto los aislados ambientales como los nosocomiales presentaron resistencia a la
mayoria de los antibidticos, sin embargo, los aislados clinicos mostraron niveles de resistencia
dos veces mas alta que los aislados ambientales. El valor de las CIM fue dos veces mas alto

para AK, TOB, CAZ, PIP e IPM en los aislados nosocomiales.

Se encontraron bandas de proteinas especificas tanto en aislados nosocomiales como en
ambientales, las cuales pueden estar asociadas con la resistencia intrinseca antimicrobiana de
los miembros del CBc. Polipéptidos de M, 135kDa, 76kDa, 72kDa, 53kDa y 50kDa pueden
estar relacionados con resistencia a IPM y ATM, M; de 53kDa y 31kDa con SXT y M, 50kDa
con CAZ.



VI. RECOMENDACIONES

En el diagnostico de miembros del CBc y géneros similares, es importante utilizar
métodos combinados basados en caracteristicas morfologicas y bioquimicas, acompafiados
con procedimientos de sistemas comerciales (API 20 NE, ID 32 GN), a fin de mejorar el
diagnostico clinico a nivel hospitalario, ya que a menudo se confunde con géneros muy

proximos.

Es recomendable realizar estudios para evaluar la relacion entre la resistencia a agentes
antimicrobianos entre aislados de origen nosocomial y aquellos de origen ambiental en los que
el hombre desarrolla tareas de produccion agricola. En este contexto, es recomendable realizar

un estudio mas amplio con muestras ambientales.
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APENDICE 1

Aislados ambientales y nosocomiales

Métodos

convencionales Sistemas comerciales

APl 20 NE e ID 32GN

Identificacidon género
y/0 especie (BGNNF)

PCR ESPECIE-ESPECIFICO

Complejo B. cepacia Negativo
(otros BGNNF)

Protocolo para la identificacion fenotipica y genética de aislados del
Complejo B. cepacia.
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APENDICE 2

Complejo B. cepacia

Patrones de resistencia
Antimicrobiana SDS-PAGE proteinas totales
y membrana externa

Comparacion de proteinas y Analisis de
resistencia antimicrobiana conglomerados

Analisis de
conglomerados

Protocolo para la identificacion fenotipica de aislados del Complejo B.
cepacia. Comparacion de perfiles proteicos y patrones de resistencia.
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APENDICE 3

IDENTIFICACION DE Burkholderia cepacia Y OTROS BACILOS GRAM
NEGATIVOS NO FERMENTADORES

Muestra Clinica - Muestra ambiental

Agar MacConkey (v) 24 — 48 h/30-37 °C
Gralm <+————— Agar Nutritivo
BGN ALB
Oxidasa
. / \ -
Kligler Motilidad 42 °C O/F Glucosa
Bisel: + \Y \Y 24-96h
Gas: (-) HS: (-)
P.aeruginosa P.stutzeri Género Achromobacter Complejo B.cepacia

P.fluorescens P.mendocina Género Brevundimonas P.putida
Género Stenotrophomonas Grupo Vb-3
ALB: Agar luria Bertani



APENDICE 4

Pruebas bioquimicas diferenciales para la identificacion de B.
cepacia y géneros relacionados. BGNNF, oxidasa positiva-moviles.

(1) @ 6 @& 5 () (7
Oxidasa V (86) + + + + + +
Motilidad + + + + + + +
Pioverdina - + + + - - -
Acido de glucosa + + + + + + +
Maltosa + \Y AV \Y + - +
Xilosa + + + + + V(75) +
Manitol + \Y + AV AV - +
(10%) lactosa + - - - - - -
Sacarosa V (86) - AV/ - - -
Arginina DH + + + - + +
Lisina DC + - - - - - .
Gelatina V(74 V + - - - -
Esculina vV - - - - - -
DNasa - - - - - - -
Ureasa Vv AV AV Vv Vv A/ AV
ONPG A% - - - - - -
Polimixina R S S S S
MacConkey + + + + + + +
42 °C \% + - - + + +

(1) Burkholderia cepacia — Grupo fluorescente
(2) P. aeruginosa (3) P. fluorescens (4)P. putida ; Grupo Stutzeri

(5) P. stutzeri

(6) P.mendocina y (7) CDC Vb -3
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APENDICE 5

Pruebas bioquimicas diferenciales para la identificacion de B.cepacia

y géneros relacionados. BGNNF, oxidasa negativa-moviles

(D) @) 3) @

Oxidasa V (86) - - -
MacConkey + + + +
Pigmento Amarillo Verduzco Amarillo Amarillo
Motilidad + + + +
42°C A" \Y A" \Y
Acido de glucosa + A% + +
Lactosa + + - -
Sacarosa A% \% - \%
Maltosa + + + +
Manitol + - + +
Xilosa + \Y + +
Nitrato a nitrito \Y Vv Vv -
Esculina A% + + -
Gelatina A% + A% -
Ureasa \% - \% \'%
DNasa - + } )
Lisina DC \% + - -
Arginina DH - - \Y -
ONPG \Y + + -
Polimixina B R S S

(1) Burkholderia cepacia
(2) S. maltophilia

(3) C. luteola

(4) F. horyzihabitans
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APENDICE 6

Cultivo bacteriano (caldo LB)

Centrifugar

Sedimento

|

Sol. Lisis (25 mM Tris-HCI pH 7,4)
50 mM glucosa, 10 Mm EDTA 2 ng/ml

SDS 10%

v

Extraccion ADN
Cloroformo-fenol saturado NaOAC 0,3 M

Fase acuosa 0,1 vol. NaOAC 3 M

Precipitacion ADN (2,5 vol. etanol)
0,5 ml etanol 70%
Centrifugacion (30 s a 13 000 x g)

Sobrenadante (ADN resuspension 0,25 ml Buffer TE)

Aislamiento del ADN Genomico



APENDICE 7

Centrifugar
13000 g x 15 min

> > ; —_—
Colonias 5000 a. 15 min.t.a
Agar LB
20 ml caldo LB, Descartar Sedimento,
30°C, 18-24 h lavados en
500 ul 0,1 M
buffer
fosfato, pH
7,2
—_ —>
\\//
R _ —’5
3 edimento, descartar
Agitacion
ocasional Incubar t. amb. Sob d
10', agitacion obrenadante
ocasional i]oigoo gx2 Guardar -20°C, utilizar para

cuantificacion de proteinas
totales y SDS-PAGE

Extraccion de proteinas totales de cultivos bacterianos
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APENDICE 8A

Centrifugar

E H - 5000g x 15 min
2 >
A s \\ /// 5000 g, 15 min
al 30 ml caldo 20 ml, 200 UK e
LB, 30 °c, 18- 5 x 10° cel/ml ’
24 h, agitacion Stladlméento,
100 rpm avados
P 20 ml, 50 mM
buffer
fosfato pH
7,2
E j \\\j 2 5 |
Sqnicar . Sedimento, lavados
6 C.,I,CIOS X Centrifugar 6000 g x Q 2 ml, 50 mM buffer fosfato
157, 4°C 10 min, 4 °C

Sedimento, centrifugar pPH7.2,4°C

260,000 g x
Sorvall TV 865 30 min, 4 °C

Purificacion de proteinas de membrana externa
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Suspensioén del sedimento
260 000 g, 30 min, 4 °C

— 1) —

Sedimento, resuspendido
en 60 pl de BE de proteinas
Guardar -20 °C,
para cuantificacion de

proteinas ME y SDS-

PAGE
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APENDICE 8B

Pellet en 300 pl ml 50 mM

Ultra centrifugar
80,000 rpm
(A100, 30 °C)30’

BF, pH 7,2
300 pl, 1,5%

N-lauroylsarcocinato,
30 min t. ambiente

analisis comparativo de
perfiles
electroforéticos
entre los aislados
nosocomiales y
ambientales

Sedimento, buffer de
extraccion
20 ml, 45 mM Tris-HCI,
0,2%
N-Lauroylsarcocinato,
pH 6,8

Sigma gel:analisis densitométrico
de las bandas proteicas
Andlisis Cluster. SPSS 12.0 UPGMA
dendograma: PM de proteinas y 2
sensibilidad (-) y/o
resistencia (+)

Purificacion de proteinas de membrana externa



IX.ANEXOS



ANEXO 1

MEDIOS DE CULTIVO

Caldo Luria Bertani

Bacto triptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
Cloruro de sodio 5¢g
Agua destilada 1000 ml
pH 7,2

Agar Luria Bertani

Bacto triptona 10 g
Extracto de levadura 5¢g
Cloruro de sodio 5¢g
Agar 10g
Agua destilada 1000 ml
pH 7,2
Agar MacConkey

Peso ( g) x volumen de agua destilada

50 g/1000 ml

Medio oxidacion/ fermentacion ( O/F )
Peptona 2g
Cloruro de sodio S5¢g
D-glucosa 10g
Azul de bromotimol 0,03
Agar 3g
Fosfato dipotésico 03¢g

Agua destilada 1000 ml

94



pH 7,2

Caldo base de Miieller para descarboxilasa
Peptona

Extracto de carne
Purpura de bromocresol
Rojo de cresol

Glucosa

Piridoxal

Agua destilada
Extracto de levadura
Cloruro de sodio

pH 7,2

Sg

5¢g

0,0l g
0,005 g
0,5¢g
0,005 g
1000 ml
58

Sg
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Aminodacido (Lisina, arginina, ornitina). Agregar 10 g (concentracion final 1%) de la forma L

(levo).

Agar Miieller-Hinton
Infusion de carne
Hidrolizado de caseina
Almidon

Agar-agar

Agua destilada

pH 7.2

17,5 ¢g
0,005 g
1,5¢g
13¢g
1000 ml



ANEXO 2

SOLUCIONES Y REACTIVOS

Solucion de lisis (para aislamiento de ADN)
Tris-HCI ( pH 7,4)
Glucosa

EDTA

Lisozima 2 pg/ml

Soluciones empleadas en SDS-PAGE

Solucion stock poliacrilamida

Acrilamida

N,N-Metileno-bis-acrilamida

Disolver después de cada adicion en 300 ml de agua bidestilada

Agua bi-destilada (volumen final)

Buffer para gel separador
Tris 1,5M
Agua bidestilada

Ajustar a pH 8,8 con HCl 6 N
Agua bidestilada (volumen final)
Estable a 4° C

Buffer para gel concentrador
Tris 0,5 M
Agua bidestilada
Ajustar apH 6,8 con HCI6 N
Agua bidestilada ( volumen final)

Estable a 4 °C

25 mM
50 mM
10mM
25 mM

116,8 g
32¢g

400 ml

72,6 g

250 ml

400 ml

25 mM

12¢g

200 ml

400 ml
25 mM
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Buffer denaturalizante
Buffer para gel concentrador
Solucion SDS (10%)
Glicerol

-- Mercaptoetanol

Agua bidestilada

Azul de bromofenol

Dividir en alicuotas y estable a -20 °C.

Buffer de corrida

Tris 0,25 M

Glicina

Soluciéon SDS (10%)

Adicionar agua bidestilada a 4 L

5ml
8ml
4 ml
2 ml
20 ml
20 ml

12¢g
57,6 g
40 ml
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