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Introduccion

1. Introduccion

El complejo Burkholderia cepacia (Bcc) comprende un conjunto de bacterias bacilo
gramnegativos muy versatiles y ubicuas en el ambiente con una relacidn genética muy
estrecha, y fenotipicamente muy similares; en consecuencia, su identificacién y diferenciacion
mediante técnicas microbioldgicas convencionales es de una elevada complejidad. Con la
descripcién de dos nuevas especies en abril de 2015, en la actualidad este complejo esta

compuesto por 20 especies diferentes, aunque probablemente este se ampliard en un futuro.

Algunas especies de este complejo tienen un gran potencial biotecnoldgico debido a
sus caracteristicas como agentes bioremediadores o como promotores del crecimiento en
vegetales. Otras cepas son fitopatdgenas y patdgenos en humanos, pues si bien se conocen
principalmente por infectar a pacientes con fibrosis quistica (FQ) y con enfermedad

granulomatosa crdénica, también es considerado como un patégeno nosocomial.

Este conjunto de bacterias destaca por tener una elevada resistencia natural a un gran
numero de agentes antimicrobianos, incluyendo a gran parte de los B-lactdmicos y a las
cefalosporinas de primera y segunda generacién. Por otra parte es muy frecuente que las
cepas pertenecientes a Bcc adquieran resistencias a otros antimicrobianos. Por ello su
erradicacion en pacientes con FQ o inmunodeprimidos infectados o colonizados por esta

especie es de gran dificultad.
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1.1 Fibrosis quistica

1.1.1 Fibrosis quistica.

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad hereditaria autosdmica recesiva que
afecta principalmente a las vias respiratorias, pero también al pancreas, higado e intestino. El
nombre de fibrosis quistica se introdujo como consecuencia de las lesiones fibrdticas y
quisticas que se producen en el pancreas, que fueron descritas de modo preciso por Dorothy
Andersen en 1938. Sin embargo, debido al caracter viscoso de las secreciones, también se ha

denominado a la enfermedad mucoviscidosis.

Los sintomas mds graves de esta enfermedad son los respiratorios; consecuencia de
las lesiones broncopulmonares por la persistente colonizacién microbiana e infecciones de las

vias respiratorias y la consecuente disminucidn de la capacidad pulmonar.

En las vias respiratorias de las personas sanas las células epiteliales tienen la capacidad
de absorber y secretar sales. En concreto el epitelio pulmonar ajusta la absorcién de iones Na*
y la excrecién de iones CI, junto con el movimiento osmdtico del agua en respuesta al
gradiente generado por el intercambio de sales; de esta manera se ajusta la hidratacion del
moco para su eliminacidn o renovacion. La eliminacién mecanica de las secreciones mucosas,
mediante los cilios del epitelio pulmonar, se considera la primera defensa innata de las vias
respiratorias. En los pacientes con FQ esta excrecién de moco hacia el exterior es anormal
debido a que se produce una deshidratacién del moco provocando que este sea denso y poco

fluido incapacitando que los cilios puedan transportarlo hacia el exterior (1).

Especificamente los pacientes con FQ tienen defectuosa la proteina reguladora de la
conductancia a través de la membrana (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,
CFTR). Esta proteina, formada por una sola cadena polipeptidica de 1480 aminodacidos es
miembro de la familia de proteinas transportadoras de tipo ABC (ATP-bindinging cassette
(ABC) transporters) (2). A diferencia de la mayoria de proteinas transportadoras ABC y pese a
tener una gran similitud estructural, la proteina CFTR tiene como funcién principal actuar
como canal de transporte de iones CI. A su vez la proteina CFTR tiene implicaciones en el
transporte de Na* ya que actia como inhibidor de la proteina epithelial sodium channel (ENaC)

(3). La principal hipotesis de la patofisiologia de las células epiteliales de las vias respiratorias

3
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de los pacientes con FQ es la imposibilidad de secretar iones CI" mediante la proteina CFTR y el
aumento de absorciéon de Na’, a causa de la incapacidad para inhibir la proteina ENaC,
disminuye el agua presente en las secreciones mucosas de la superficie pulmonar. Esta
deshidratacién de las secreciones mucosas provoca la adhesion del moco a la superficie del
epitelio haciendo que estas secreciones no puedan ser renovadas y eliminadas mediante los

mecanismos mucocilares o fisicos como las expectoraciones (Figura 1) (1,2,4).

50 um/sec 0 um/sec

HZO Na* Hzo Na*

Figura 1. Dibujo representativo de una célula normal y una célula de un paciente con FQ con la proteina
CFTR defectuosa. Imagen tomada de Boucher (4).

La eliminacion mecdnica de las secreciones mucosas, es de gran importancia para el
sistema inmunitario, de hecho se considera la primera defensa innata de las vias respiratorias.
Este mecanismo permite que los posibles agentes infecciosos que acceden a las vias
respiratorias no se establezcan y puedan ser secretados al exterior. Para ello es fundamental
que la composicion del moco sea la correcta y los movimientos mucociliares sean funcionales.
En los pacientes con FQ esta eliminacion o renovacion de las secreciones mucosas no se
produce, comprometiendo parte del sistema inmunitario. Ademas el estancamiento de las

secreciones mucosas resulta ser un perfecto medio de cultivo para los microorganismos (4,5).
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Ademas de la afectacién pulmonar, los pacientes con FQ tienen afectados el tracto
gastrointestinal y el sistema urogenital; de hecho la FQ se considera una enfermedad
multisistémica. La deficiencia de la proteina CFTR en el pancreas afecta principalmente a la
excrecion de enzimas, mientras que a nivel hepatico las secreciones biliares y la vesicula biliar
se pueden encontrar afectadas. A nivel digestivo las obstrucciones intestinales son
relativamente frecuentes. En cuanto al aparato genitourinario el 95% de hombres padecen de
azoospermia debido a la obliteracidn de los conductos eferentes mientras que en el caso de las
mujeres pese a no tener ninguna anomalia reproductiva estructural, la infertilidad ha sido
relacionado con la malnutricidn, las infeccidn crénica de las vias respiratorias y la ausencia del
ciclo menstrual; ademas el moco cervical es muy espeso y puede bloquear la migracién de los
espermatozoides. Sin embargo, en general, con una buena nutricién y funcién pulmonar, las

tasas de fertilidad pueden acercarse a la de la poblacién general (4).

Otras afectaciones de los pacientes con FQ se producen en las glandulas sudoriparas;
aunque el volumen de sudor secretado por estos pacientes es el habitual, la ausencia de la
proteina CFTR inhabilita la absorcion de CI" y en consecuencia no se puede reabsorber parte
del NaCl secretado por las glandulas, ocasionando que el sudor de estos pacientes sea mas
salino del habitual. De hecho una de las pruebas que puede indicar que un paciente padece FQ

es encontrar en el sudor una concentracién de Cl" superior a 70 meqg/L (4).

El gen que codifica la proteina CFTR, posee 250 kb y se encuentra en el cromosoma
siete. Se han descrito cerca de 1800 mutaciones del gen CFTR, que se distribuyen en seis
grandes clases (I-VI): a) En las mutaciones de clase | la proteina CFTR no es sintetizada, debido
a la prematura presencia de codones stop en la secuencia del gen. b) las mutaciones de clase Il
son aquellas en las que la proteina es sintetizada, pero en una forma inmadura siendo su
estructura conformacional incorrecta, por ello las propias proteasas de las células la degradan,
c) las mutaciones de clase Il la proteina CFTR se sintetiza y transporta a la membrana, pero la
activacion de esta por el ATP o AMP, es defectuosa, d) las mutaciones de clase IV la proteina
CFTR se sintetiza y transporta a la membrana, pero una disfuncionalidad de esta provoca que
el transporte de aniones sea menor al habitual, e) las mutaciones de clase V se caracterizan
por una reduccion del nimero de proteinas CFTR, debido a un splacing erréneo produciéndose
proteinas funcionales y aberrantes, en este caso la gravedad de la enfermedad dependera del

organo y paciente, f) las mutaciones de clase VI son aquellas donde la proteina CFRT pierde la
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capacidad de anclarse y retenerse en la membrana. La pérdida de la cola N-terminal de la
proteina imposibilita el anclaje de esta en el citoesqueleto de la célula, impidiendo la correcta
incorporacién de la proteina a la membrana. La mutacion mas comun entre los enfermos de
FQ es una mutacion de clase Il que da lugar a la delecién de 3-pb, lo que comporta una
ausencia del aminodcido fenilalanina en la posicion 508 (AFsgg)(6,7).

La FQ es la enfermedad hereditaria autosdémica recesiva mas frecuente en la poblacién
de origen caucasico; siendo rara en personas de otras etnias. Segun datos de la European
Cystic Fibrosis Society solo en Europa hay aproximadamente 32.248 personas diagnosticadas
de FQ (8). La prevalencia de esta enfermedad varia segun las areas geograficas; su incidencia
estimada en Europa oscila entre 1 de cada 2.500 a 1 de cada 5.000 recién nacidos vivos;
detectandose un maximo en Irlanda y un minimo en Finlandia (6). La mayor causa de

morbilidad y mortalidad es por afectacién pulmonar (4,5).

1.1.2 Infecciones respiratorias en la fibrosis quistica.

La causa mas importante de morbilidad y mortalidad en los pacientes con FQ son las
infecciones respiratorias y las bacteriemias causadas por Staphylococcus aureus, Haemophilus
influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, y algunas de las especies
del complejo Burkholderia cepacia (Bcc). En los pacientes con FQ es habitual encontrar mas de
una bacteria colonizando simultdneamente las vias respiratorias, pero por lo general, P.
aeruginosa y S. aureus son las especies aisladas con mayor frecuencia. En los recién nacidos y
nifios se ha observado que la mayoria de infecciones estan producidas por S. aureus, seguido
de H. influenzae y P. aeruginosa. La frecuencia de cultivos positivos para P. aeruginosa va en
aumento a medida que estos pacientes superan la veintena de afios. En cambio, a medida que
los pacientes alcanzan la treintena se observa un descenso de las infecciones por P.
aeruginosa, y aumentan las infecciones por especies del complejo de Burkholderia cepacia (9)
(Figura 2). Estas infecciones pueden ser transitorias, pero muchos de estos microorganismos
causan infecciones persistentes, que pueden perdurar muchos afos. Ademads, como se ha
sefialado anteriormente, las coinfecciones por mas de un microorganismo son habituales
(5,10). Basandose en los cultivos de las muestras respiratorias es dificil determinar si un

microorganismo aislado esta colonizando o causando infeccién.
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Figura 2. Prevalencia de las infecciones mds comunes en pacientes con FQ en funcién de su edad.
Imagen tomada de Hauser et al. (9).

Aparte de las bacterias convencionales sefialadas, otros microorganismos que
colonizan e infectan con frecuencia a los pacientes con FQ son las micobacterias no
tuberculosas (MNT). El primer caso descrito de infeccion por una MNT fue en la década de los
70 (11). A partir de este caso, se empezo a relacionar estos microorganismos con los pacientes
con FQ. Estudios recientes muestran que la prevalencia de infeccién por MNT en pacientes con
FQ es bastante variable, pudiendo oscilar entre el 2% y 28% (12). En dos estudios realizados,
en Francia y EE.UU, en mas de 1000 pacientes con FQ, la prevalencia de MNT fue 6.6% y 13%
respectivamente. En ambos casos los agentes mas frecuentes fueron Mycobabacterium avium

complex y Mycobacterium abscessus (13,14).

Las colonizaciones e infecciones en los pacientes con FQ por especies del género
Nocardia son poco frecuentes. Pese a ello, se han descrito algunos casos, siendo las especies

de Nocardia asteroides complex las aisladas mayoritariamente (15,16).

Junto a la gran variedad de agentes bacterianos capaces de colonizar e infectar las vias
respiratorias de los pacientes con FQ, estos también pueden padecer infecciones fungicas,
siendo Aspergillus fumigatus y Candida albicans los hongos con mayor prevalencia (9,12). Con

relacidn a los virus, se ha observado que los virus de la gripe, adenovirus, virus respiratorio
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sincitial y virus parainfluenza son los que se encuentran con mayor frecuencia en las muestras
respiratorias de los pacientes con FQ. Sin embargo, cabe constatar que no se han observado

grandes diferencias entre la poblacién normal y los pacientes con FQ (9,12).

Al revisar estos datos se detecta que pese a la gran cantidad de microorganismos
potencialmente capaces de colonizar o infectar estos pacientes, su susceptibilidad a la
colonizacion/infeccidn esta sujeta a varios factores, entre los que se encuentran; la edad, el

tratamiento antibidtico previo y el area geografica donde se encuentran.
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1.2 Infecciones por el complejo Burkholderia cepacia.

Las especies incluidas en el complejo Burkholderia cepacia son patdgenas oportunistas
con capacidad de causar una gran variedad de infecciones, como neumonia y bacteriemia
entre otras. Las colonizaciones e infecciones por Bcc se detectan cada vez con mas frecuencia,
probablemente por su facilidad para diseminarse entre los pacientes con FQ y con enfermedad

granulomatosa croénica (17).

1.2.1 Infecciones por el complejo Burkholderia cepacia en la fibrosis quistica.

Cerca del 5% de los pacientes con FQ, principalmente adultos, se encuentran
colonizados/infectados por bacterias del complejo Burkholderia cepacia, causando infecciones
agudas e infecciones crdnicas. Las infecciones por Bcc se dan en su mayoria en personas
adultas en las que el tejido pulmonar ya se encuentra alterado. Diferentes estudios
demuestran que los pacientes con FQ colonizados o infectados por las especies del Bcc se
asocian a un deterioro pulmonar y una mortalidad superior a la causada por otras especies,
incluyendo P. aeruginosa (Figura 3). Por lo general, en las infecciones crdénicas por Bcc la
capacidad pulmonar de los pacientes acostumbra a ser inferior a las de los pacientes

infectados por otras especies (18,19).
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Figura 3. Supervivencia de pacientes con fibrosis quistica segun si estan infectados por B. cenocepacia o
P. aeruginosa. Imagen tomada de Jones et al. (18)



Introduccion

La infeccion por Bcc, se ha vinculado al denominado “sindrome cepacia”. Este
sindrome desde sus primeras descripciones a principios de los afios 80 destacé por la
frecuencia con que la infecciéon pulmonar se asociaba a bacteriemia, hecho nada comun entre
los pacientes con FQ no infectados por Bcc (20,21). Ademas de la bacteriemia, este sindrome
se ha asociado a fiebre, neumonia necrotizante e inestabilidad hemodinamica, que evoluciona
hacia un rapido deterioro, con un desenlace mortal en mas del 62% de los pacientes. Este
sindrome puede darse a las pocas semanas, meses, o ocasionalmente afios de haber adquirido
la infeccidn por Bcc (22-24). Algunos estudios muestran el potencial invasivo de las cepas Bcc,
con capacidad migratoria a través de la barrera epitelial para invadir la mucosa respiratoria, el

parénquima pulmonar y los capilares (25,26).

En los pacientes con FQ infectados por Bcc el porcentaje de supervivencia de los
pacientes trasplantados es entre un 15 y 63 % menor que los pacientes con FQ no infectados
por este microorganismo. Algunos centros excluyen los pacientes colonizados por Bcc de los
programas de trasplante pulmonar, debido al mal prondstico post-operatorio (27). Sin
embargo, otros autores consideran que se deberia estudiar individualmente cada paciente,
para evaluar la infeccién por las diferentes especies del complejo. En muchos casos los
pacientes con desenlace mortal fueron aquellos que estuvieron infectados por la especie
Burkholderia cenocepacia, mientras que los pacientes trasplantados, pero infectados por otras
especies del complejo tuvieron una supervivencia similar a la de los demas pacientes

trasplantados (28).

1.2.2 Otras infecciones oportunistas.

Las especies del complejo Burkholderia cepacia causan infecciones oportunistas en
pacientes con otras patologias. Las bacteriemias causadas por Bcc se asocian a la presencia de
un catéter endovascular en los pacientes hemodializados. Normalmente estas bacteriemias
son de caracter polimicrobiano (29,30). Por otra parte, las neumonias causadas por estos
bacilos que se producen en pacientes sin FQ se relacionan con algun factor predisponente,
como la ventilacién mecanica o el tratamiento previo con antibidticos de amplio espectro,
como las fluoroquinolonas o ceftazidima (31). Se han descrito infecciones causadas por Bcc en

la piel y en tejidos blandos en pacientes con quemaduras o heridas quirurgicas (31). También
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se han producido casos de endoftalmitis vinculados a infecciones oculares post-quirdrgicas
(32). Asimismo, se han descrito infecciones urinarias que en la mayoria de ocasiones se han

vinculado a la presencia de sondas (17).

Debido a la gran resistencia a los antibidticos y desinfectantes y a su capacidad para
sobrevivir durante tiempos prolongados en soluciones de estos medicamentos, las especies del
Bcc pueden ser contaminantes de preparaciones farmacéuticas, asi como también de equipos
e instrumentos médicos. La contaminacién de desinfectantes como la polividona iodada o la
clorhexidina, ha sido relacionada con la aparicidon de brotes. También se han descrito casos de

contaminacion en cremas hidratantes y nebulizadores (33-37).
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1.3 Aspectos microbiolégicos del complejo Burkholderia cepacia.

1.3.1 Concepto y taxonomia

El género Burkholderia contiene cerca de 70 especies distintas (LPSN;
http://www.bacterio.net), en su mayoria son bacterias fitopatégenas y solo un pequefio
numero de ellas se han aislado en humanos, incluyendo Burkholderia pseudomallei y
Burkholderia mallei. Ambas son patdgenas primarias para los animales y los humanos, y se
caracterizan por causar la meloidiosis y el muermo, respectivamente. Estas especies son
endémicas del sudeste asidtico, subcontinente indio, Oceania y China, y cabe destacar que
raramente se encuentran en los paises occidentales (38). Otras especies del género
Burkholderia con capacidad patégena para las plantas, pero oportunistas para los humanos

son Burkholderia gladioliy |las especies del complejo Burkholderia cepacia.

En el afio 1950 Walter Burkholder describié a un fitopatégeno causante de la
podredumbre de las cebollas como Pseudomonas cepacia (39); sin embargo no se introdujo en
la lista de nuevas especies hasta el 1981 a partir del trabajo realizado por Palleroni y Holmes
(40). En el afio 1992 a partir del estudio de Yabuuchi et al. basado en el analisis de secuencias
de la subunidad 16S del RNA ribosomal, se establecié6 un nuevo género denominado
Burkholderia; en este nuevo género se incluyo la especie Burkholderia cepacia (anteriormente
Pseudomonas cepacia) (41). En el afio 1995 se describié la especie Burkholderia vietnamiensis
(42). En el afo 1996 se determindé que muchas de las cepas identificadas como B. cepacia
mediante sistemas comerciales, constituian al menos cinco genomovariadades diferentes
(Recuadro 1), incluida la especie B. vietnamiensis (43). Ya en el afo 1997 durante la
conferencia Third International Burkholderia cepacia working group (Victoria, British Columbia,
Canadd) se decidié denominar Burkholderia cepacia complex a estas cinco genomovariadades
(I-V), incluida la especie B. vietnamiensis. Ese mismo afio en un estudio realizado por
Vandamme et al. se describié la genomovariedad Il como especie Burkholderia multivorans
(44). En el afio 2000 se denominé a la genomovariedad IV como Burkholderia stabilis, mientras
gque en los anos 2001 y 2002 se describieron cuatro nuevas genomovariedades
(genomovariedades IV a IX) las cuales se denominaron Burkholderia ambifaria, Burkholderia
anthina, Burkholderia pyrrocina y Burkholderia dolosa; esta ultima descrita el afio 2004 (45—

48). Un estudio realizado por Vandamme et al. en el afio 2003 permitié describir a la
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genomovariedad Ill como Burkholderia cenocepacia. Finalmente, tres estudios realizados en
los afios 2008, 2009 y 2013 basados en el analisis y comparacién del gen recA, el cual codifica
la proteina recombinasa A, y mediante técnicas de multilocus sequence analysis permitieron la
descripcién de nueve especies mas dentro del complejo Burkholderia cepacia (49-51). Por el
momento se han descrito un total de 20 especies, referidas en conjunto como complejo
Burkholderia cepacia (Tabla 1), aunque en un futuro no se descarta la posibilidad de nuevas

descripciones.

Recuadro 1.

La denominacidon “genomovar” se introdujo para referirse a cepas que no
pueden diferenciarse fenotipicamente pero muestran diferencias genéticas compatibles
con su divisién en especies, es decir, fenotipicamente iguales pero genotipicamente
diferentes, y engloba términos como especies gendmicas, genoespecies,
genomoespecies o grupos genomicos (41). Sin embargo aunque representan especies
distintas no se les puede adjudicar formalmente un nombre hasta que se constaten

diferencias fenotipicas entre los diferentes “genomovars”.
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Tabla 1. Especies del complejo Burkholderia cepacia. Adaptada de LiPuma 2010 (12).

Antigua designacion

Afo identificacion

Especies genomovariedad y/o denominacion  Referencia(s)
. cepacia | 1950, 1997 (39,44)
. multivorans I 1997 (44)
. cenocepacia 1l 1997, 2003 (44,52)
. stabilis v 1997, 2000 (44,53)
. vietnamiensis \/ 1995, 1997 (42,44)
. dolosa \4 2001, 2004 (48,54)
. ambifaria VIl 2001 (45)
. anthina Vil 2002 47)
. pyrrocinia IX 2002 47)
. ubonensis 2000, 2008 (49,55)
. latens 2008 (49)
. diffusa 2008 (49)
. arboris 2008 (49)
. seminalis 2008 (49)
. metallica 2008 (49)
. contaminans 2009 (50)
. lata 2009 (50)
. pseudomultivorans 2013 (51)
. stagnalis 2015 (56)
. territorii 2015 (56)
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1.3.2 Caracteristicas microbioldgicas

Los microorganismos del complejo Burkholderia cepacia, actualmente formado por 20
especies, son bacilos gramnegativos, méviles debido a la presencia de uno o mas flagelos, no
formadores de esporas, aerdbios y no fermentadores de la glucosa. Su tamafio varia entre 1 a
5 um de longitud y 0.5 a 1.0 um de ancho. Todas las especies de este complejo se caracterizan
por tener un genoma de gran tamano (6 - 9 Mb) distribuido en dos o tres replicones
cromosémicos, y en algunos casos puede existir un plasmido (57,58). Por ejemplo, la cepa B.
cenocepacia ET-12 contiene en total 8 Mb en tres cromosomas de 3.8, 3.2 y 0.8 Mb, y un

plasmido de 92.7 kb (31)

Las cepas pertenecientes al complejo Bcc son fenotipicamente muy similares,
diferenciar una especie de otra es una tarea de gran dificultad. Solo centros especializados son
capaces de llevar a cabo una identificacidén correcta. La mayoria de las cepas de este complejo
son catalasa positiva y oxidasa positiva, aunque la reaccién en algunos casos es débil; mientras
que en las especies B. contaminans, B. lata y B. pyrrocina la oxidasa es variable. Por lo general
todas las especies del complejo Burkholderia cepacia oxidan la maltosa, lactosa y xilosa, y en

su mayoria no son hemoliticas (17). Otras caracteristicas se detallan en la tabla 2.

Todas las especies del complejo Burkholderia cepacia crecen en agar usual y medios
selectivos como agar Mc Conkey y B. cepacia selective agar (BCSA). Normalmente las colonias
de Bcc se pueden percibir a simple vista a las 24h de incubacion, aunque en algunos casos es
necesario esperar hasta el tercer dia. En medios como agar usual o medios selectivos como
BCSA, las colonias son lisas, ligeramente elevadas y en algunos casos pueden tener un aspecto
mucoide. Todas las especies crecen bien a 302C y 37 2C, aunque algunas cepas pueden tener
un crecimiento 6ptimo a 42°C. La mayoria de los aislados clinicos no son pigmentados, pero en
presencia de un medio que contenga hierro pueden producir un pigmento amarillo brillante.
Los aislados de este complejo también se caracterizan por producir un olor muy caracteristico

(17).
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Tabla 2. Principales caracteristicas bioquimicas de las especies que forman el complejo Burkholderia
cepacia. Adaptada de LiPuma et al. 2011, Peeters et al. 2013 y De Smet et al. 2015 (17,51,56).

Burkholderia cepacia complex
(%3
<
S
S
ke 2 »n E g
S IS} S 3 a §
2 8 £ g § 5 8 ¢ 2z g %
] S = Q =3 I =
£ £ ¢ § 3 § % 3 2 5 5 3 3 &2 £ 8 5 ¢ s
prueb £ 8 s8¢ 8 L5 8 8T 8¢
Y - -
rueba s s 5 8§ ¥ 8 T 8 8 8 £ £E & a5 % &3 %
o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o
Oxidasa + + + + + VvV + 4+ V + + + + V + + + + + +
Crecimiento:
Mc Conkey + + + V V + + + 4+ + 4+ + + + + + + + V
BCSA® + 0+ 4+ 0+ + o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ 4+
42°C vV vV vV vV V vV V + - + + + + V + - CER
Pigmento:
Amarillo vV - vV - v V - - v - v - - V V - - - -
Marrén - - - v - - - - - - - - - - - - - - -
Hemolisis v - VvB- - V - - - - - - - VB- - - - VB
Acidificacion:
Maltosa + + + vV V V + + + + + + 4+ o+ + + + + 4+
Lactosa + + VvV + + + + + + + + + + + + V + + +
D-Xilosa + + + + + + + + + + + + 4+ o+ + vV o+ + V
Sacarosa + V. V + V + VvV - v + VvV - v V V - + o+ 4+
Adonitol + V + V V + V + V + + + V + 4+ + - + -
Reduccién nitratos vV VvV V V - vV + + V - - + VvV VvV - - - -V
Lisina decarboxilasa + V V + + + + - + + + V + + V + + 4+ +
Ornitina decarboxilasa - - + VvV VvV - - - V- - - - V. VvV + - - -
Hidrdlisis de esculina V. - - V.. v Vv - - V - + - VvV - VvV - - - -
Gelatinasa + - + V.V + V - V V + - - V + + + + -
PNPG 0 ONPG” + VvV + + + + + + V 4+ + + + + + V - + o+

+ > EI 90 % de los aislados son positivos; V, 10 al 90 % son positivos; - <10% aislados son positivos. °
Burkholderia cepacia selective agar. ® Pruebas de la deteccién de la enzima B-galactosidasa. PNPG: p-
nitrofenil-B-D-galactdsido; ONPG: o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido.
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1.3.3. Habitat, difusidn y transmisién interhumana.

El hecho de tener un genoma estable de gran tamario, y distintos elementos genéticos
moviles (como secuencias de insercién e islas de patogenicidad), permite a las especies de Bcc
tener una gran versatilidad para establecerse en diferentes ecosistemas (59). Debido a esta
gran adaptabilidad y versatilidad se puede encontrar Bcc en habitats tan distintos como el

agua, la tierra, la rizosfera y en las plantas (17).

Diversos estudios demuestran que Bcc se encuentra en mayor medida en la rizosfera, y
especialmente en la rizosfera de cultivos humanos. De hecho se considera a Bcc como las
bacterias dominantes en este habitat, especialmente en cultivos de arroz, maiz, guisantes y
algoddn (60). La mayoria de estudios se han focalizado en la rizosfera de los cultivos de maizy
en su mayoria, las especies predominantes fueron B. cepacia, B. cenocepacia, B. ambifaria y B.
pyrrocina; aunque es importante remarcar que esta distribucién puede variar geograficamente
(59). Un estudio realizado en China mostrd B. cenocepacia como la especie mas prevalente en
la rizosfera de cultivos de maiz y arroz, mientras que B. ambifaria no se detectd (61). En
cambio estudios realizados en rizosferas de maiz de Estados Unidos e Italia mostraron B.
ambifaria como la especie mds prevalente mientras que B. cenocepacia se aislé6 en menor

frecuencia (62,63).

Las bacterias del Bcc se pueden encontrar con cierta frecuencia en aguas dulces como
charcas y lagos, y en ocasiones en aguas corrientes como canales y rios (45,58). En cambio, las
agua marinas no se pueden considerar como habitat natural de esta especie. Pese a ello en
un estudio en el que se analizé el metagenoma del mar de los Sargazos, en el océano Atlantico,
se encontrd y describid lo que en aquel momento se denominé genoma Burkholderia SAR-1
(64) que posteriormente se asigno al genoma de la especie B. contaminans. Probablemente se
produjo una contaminaciéon de las muestras ya que las cepas pertenecientes al complejo
Burkholderia cepacia tienen un crecimiento muy escaso en aguas marinas o medios con una

concentracién similar de sal a la existente en el mar (50,65).

Las cepas pertenecientes a Bcc se caracterizan por poseer capacidad para utilizar una
gran variedad de fuentes de carbono. De hecho se utiliza como agente bioremediador debido a

su habilidad de degradar sustancias contaminantes presentes en pesticidas y herbicidas (66).
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Su capacidad para degradar sustratos aromaticos clorados y contaminantes aromaticos como,
el tricloroetileno y el tolueno respectivamente, confieren a este microorganismo especial
interés en la industria agricola (67). Otro aspecto destacable para la industria es que se ha
relacionado la presencia de bacterias del complejo Burkholderia cepacia con mejora en el
rendimiento de los cultivos. Un estudio realizado en cultivos de arroz demostré que la
presencia de B. vietnamiensis en la rizosfera incrementaba entre 13 y 22 % la produccién de
arroz (68). Otra aspecto relevante de las especies de Bcc es su capacidad de producir
antifingicos y antimicrobianos de manera natural. Tienen la capacidad de proteger los cultivos
de los dafios causados por hongos fitopatdgenos como Aphanomyces euteiches, Rhizoctonia
solani y las especies del genero Pythium que son causantes de enfermedades tan comunes

como la podredumbre de la raices (60).

Las especies del complejo Burkholderia cepacia son conocidas como patdgenas
oportunistas para el hombre y constituyen uno de los principales grupos de agentes
infecciosos en los paciente con FQ. Por ello existe una gran controversia sobre el uso de
aquellas especies de Bcc; que como se ha sefialado en el paragrafo anterior, son beneficiosas
para la industria agricola, pero a su vez potencialmente peligrosas para el hombre. Han sido
varios los estudios realizados para intentar esclarecer si los pacientes con FQ se infectan
mayoritariamente por cepas ambientales o en su caso, son infecciones nosocomiales o por
transmisién interhumana. Un estudio realizado en el Reino Unido reveld que la cepa B. cepacia
ATCC 25416 causante de la podredumbre de la cebolla fue aislada en un paciente con FQ (69).
Otro estudio realizado en el este de EE.UU mostré que la cepa B. cenocepacia PHDC, una de las
mas frecuentemente aisladas en pacientes con FQ en esa zona de EE.UU, también se aislaba en
suelos agricolas de la misma regidn (70). Finalmente un estudio comparé mediante multi locus
sequence typing (MLST) un conjunto de 381 aislados clinicos de Bcc con 233 aislados
ambientales. El resultado fue que el 21.5 % de las cepas clinicas no se diferenciaban a las
muestras ambientales (71). Teniendo en cuenta que las cepas Bcc no forman parte de la flora
comensal normal humana, no es extrafio pensar que los pacientes con FQ, en particular los
gue no contactan con otros pacientes con FQ, puedan infectarse por cepas Bcc ambientales
(66,72). Aun asi, son necesarios mas estudios para esclarecer y determinar el peso de las cepas

ambientales entre los pacientes con FQ.
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No obstante, es sabido que parte de las infecciones por Bcc en pacientes con FQ son
debidas a la transmisién interhumana. De hecho, las cepas del complejo Burkholderia cepacia
adquirieron relevancia debido a su gran facilidad de dispersién entre pacientes con FQ; ya en la
década de los noventa se observd que las especies pertenecientes al complejo se
caracterizaban por su gran capacidad de transmisidn entre personas (73,74). Es destacable la
capacidad de diseminacidn de la cepa ET-12 de la especie Burkholderia cenocepacia; esta cepa
en un primer momento fue aislada en un paciente en Toronto, Canada; se disemind por todo
este pais, para después infectar pacientes en el Reino Unido. Se cree que el contacto persona-
persona producido en unas vacaciones de verano entre pacientes con FQ pudo ser una de las
causas de su extensa diseminacion (9,75,76). Por otro lado, ademas de la especie B.
cenocepacia, B. cepacia, B. multivorans y B. dolosa también son especies capaces de
diseminarse facilmente entre pacientes (77). Sin embargo, la transmisidon de Bcc no solo se da
entre pacientes con FQ sino que también se han descrito casos de diseminacién entre

pacientes sin esta patologia (78,79).

1.3.4. Técnicas de aislamiento.

Las cepas del complejo Burkholderia cepacia crecen bien en agar usual y por tanto en
agar sangre y en agar chocolate, medios de utilizacién cotidiana en los laboratorios clinicos.
Estos medios son adecuados para el cultivo de liquidos o tejidos estériles. En el caso de los
hemocultivos, la utilizacién de los métodos estandar con un periodo de incubacién de 5 dias,

es adecuada para obtener hemocultivos positivos por Bcc.

En las muestras de esputo o de otras zonas no estériles, el uso de medios selectivos-
diferenciales resulta de gran ayuda. El uso del agar Mc Conkey es de gran utilidad, ya que las
cepas del género Burkholderia crecen bien en este medio (17). Sin embargo, debido a la
frecuente colonizacidén/infeccién polimicrobiana en estos pacientes se recomienda el uso de
medios selectivo-diferenciales con capacidad para evitar el crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa y facilitar el asilamiento de Bcc. Estos medios normalmente incluyen sacarosa,
pueden o no contener lactosa, y antibiéticos como la polimixina, gentamicina o vancomicina.
Por lo general, se utilizan tres medios; Pseudomanas cepacia agar (PCA), Oxidation-

fermentation polymyxin bacitracin lactose agar (OFBL) y B. cepacia selective agar (BCSA) (31).
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De los tres medios de cultivo el BCSA es el medio que favorece en mayor medida el
crecimiento de las diferentes especies del complejo Burkholderia cepacia y sobretodo destaca
por su capacidad de suprimir el crecimiento de otras especies (80). Otro medio denominado
MAST B. cepacia médium (Mast group Ltd., Merseyside, Reino Unido), también se ha
propuesto como medio selectivo y diferencial para aislar Bcc, pero el medio BCSA sigue siendo
mas selectivo (81). Ahora bien, cuando las muestras tienen una procedencia de tipo ambiental,
los medios sefialados tienen un menor rendimiento (82). Por ello se recomienda el uso de
otros medios selectivos como Pseudomonas cepacia azeleic acid (PCAT) o Tryptan blue-

tetracycline medium (TB-T) (83,84).

1.3.5. Métodos de identificacion

Dadas las caracteristicas bioldgicas, patogénicas, epidemiolégicas y de resistencia de
las cepas de este complejo y por ello su trascendencia psicosocial para los enfermos y/o sus
familias, es muy importante efectuar un diagndstico e identificaciéon correcta de estas cepas.
Ahora bien la identificaciéon de Bcc en una muestra respiratoria de un paciente con FQ no
resulta nada sencilla, de hecho los sistemas de identificacion comerciales no son capaces de
diferenciar entre especies del complejo, y se producen errores en la identificacién; siendo
erroneamente identificadas como B. gladioli, Cupriavidus spp. o Pandorae spp. (85,86) . Por
ello, se considera que es adecuado efectuar pruebas bioquimicas adicionales a los kits
comerciales para confirmar, o determinar la especie del complejo (87). Alun asi, en muchos
casos y debido a que las especies del complejo Burkholderia cepacia son un grupo
fenotipicamente muy similar, la diferenciacién mediante pruebas metabdlicas es poco
especifica, por ello el uso de técnicas moleculares es de gran ayuda para la identificacion y

diferenciacion de las especies del complejo Bcc (17).

El andlisis de todas las proteinas celulares mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis [SDS-PAGE]), el analisis del perfil de acidos grasos y el polimorfismo de
fragmentos especificos amplificados (amplified fragment lenght polimorfism fingerprinting
[AFLP]) han sido propuestos como técnicas que permiten la identificacion de Bcc (44,88-90).

Estas técnicas, junto con la amplificacidon y secuenciacion del gen 16sDNA vy el estudio del
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polimorfismo de los fragmentos de restriccién del DNA (PCR-restriction fragment lenght
polymorphism [RFLP]) sobre el gen 16sDNA, se consideran Utiles para identificar Bcc pero no
tienen la suficiente capacidad de discriminacion para diferenciar entre especies del complejo
Burkholderia cepacia (46,91). En cambio otras técnicas como la amplificacion y secuenciacion
del gen recA, la técnica RFLP sobre el gen recA y multilocus sequence typing (MLST) se
consideran mucho mas apropiadas para identificar las especies del complejo Burkholderia
cepacia (17,31,90). La técnica MLST consiste en la amplificacion, mediante PCR vy
secuenciacion, de siete genes conservados. Los genes estudiados (que citamos en inglés) han
sido; ATP synthase B chain (atpD), glutamate synthase large unit (g/tB), DNA gyrase B (gyrB),
recombinase A (recA), GTP binding protein (lepA), acetoacetyl-CoA reductase (phaC) vy
triptophan synthase subunit B (trpB) (92). EI MLST en el caso de Bcc permite determinar y
diferenciar entre las especies del mismo complejo, ademds de suponer una herramienta
precisa y reproducible que permite obtener datos epidemioldgicos, a nivel global (93). Otros
estudios donde se puede aplicar esta técnica es en la comparacion de cepas clinicas con
ambientales (57), ademas de que ha permitido describir nuevas especies dentro del complejo

Burkholderia cepacia (51).

Aln asi y pese a las grandes ventajas que ofrece la técnica MLST, su elevado coste y
complejidad suponen un impedimento para su utilizacion en la mayoria de laboratorios
clinicos. El uso de matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) ha sido propuesto como una técnica con capacidad de identificar y tipificar
aislados clinicos. Su rapidez, precisidon y sobretodo su bajo coste hacen de esta técnica una
buena herramienta de uso en los laboratorios clinicos (94-96). Estudios recientes mostraron
una gran eficiencia del MALDI-TOF MS para identificar Bcc a nivel de género (96,97); sin
embargo, otros estudios mostraron que esta técnica presentaba dificultades para determinar
las especies (98). Teniendo en cuenta que el MALDI-TOF MS necesita de una base de datos
para poder comparar e identificar las especies, es necesario suplementar la base de datos con
mas cepas referencia de Bcc incluyendo ademas cepas recientemente descritas, como B.
contaminans. Con estas modificaciones se ha conseguido mejorar la capacidad de identificar
correctamente las especies de un 83% a 98% (94). En este sistema (MALDI-TOF MS) la continua
actualizacién de las bases de datos es de gran importancia para la correcta identificacion de las

especies microbianas en general.
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1.3.6. Estudios de clonalidad y epidemiologia

Uno de los primeros estudios epidemiolédgicos de Burkholderia cepacia, publicado por
Isles et al. en 1984, determind un aumento de la frecuencia de las infecciones de B. cepacia en
pacientes con FQ de un 10% en el afio 1971 a 18% en 1981 (21). En la actualidad, tal y como se
ha comentado anteriormente, cerca del 5% de los pacientes con FQ, principalmente adultos se
infectan por Bcc. Cabe destacar que todas las especies del complejo Burkholderia cepacia han
sido aisladas de muestras respiratorias de pacientes con FQ, exceptuando Burkholderia
ubonensis (12). En la actualidad B. multivorans seguida de B. cenocepacia son las especies con
mayor prevalencia entre los pacientes con FQ (17,31). Ahora bien, esta distribucidn no se ha
mantenido igual a lo largo del tiempo, ni tampoco se da por igual en todos los paises. Durante
los afios noventa y principios del afio 2000 en paises como Estado Unidos, Canadd, Portugal,
Reino Unido, Irlanda e Italia la especie mas prevalente fue B. cenocepacia (99-103). En cambio,
un estudio realizado en Francia durante 1995 a 2000, mostré a B. multivorans como la especie
mas prevalente (104). Aun asi esta distribucidn ha ido evolucionando, un estudio realizado en
Estados Unidos en el afio 2005 con mas de 1200 pacientes con FQ, demostrd que entre los
afios 2001 y 2002 se produjo un cambio, convirtiéndose B. multivorans en la especie mas
prevalente seguida de B. cenocepacia, observandose ademads un ligero aumento de las otras

especies (105) (Figura 4).
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Figura 4. Proporcién de aislados obtenidos por primera vez de muestras respiratorias procedentes de
pacientes con FQ en EE.UU entre 1997 y 2004. Figura tomada de Reik et al. (105). Los cuadrados blancos
corresponden a B. cenocepacia, los cuadrados negros a B. multivorans, y los tridngulos corresponden a
otras especies del complejo Burkholderia cepacia.
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En el Reino Unido se produjo un cambio semejante (57). Se cree que las medidas
adoptadas para contener la cepa epidémica B. cenocepacia ET-12 (106), que logré diseminarse
desde Toronto al resto de Canada y llegar hasta el Reino Unido, influyd para que descendiera
el nimero de infecciones por esta especie (57). Esta cepa, destaca por su gran capacidad de
diseminacion, su elevada capacidad patogénica, ya que se relaciona con el “sindrome cepacia”
y por consiguiente sus infecciones poseen con frecuencia un mal prondstico (17,31). Se cree
que el estudio realizado por Isles et al. en el cual se detecta un gran niumero de infecciones por

Bcc fueron causadas por esta cepa epidémica (57).

La prevalencia de las otras 18 especies comparada con la de B. multivorans y B.
cenocepacia, es menor y variable dependiendo de los paises. En Estados Unidos las especies
gue siguen a B. multivorans y B. cenocepacia son B. cepacia, B. stabilis, B. vietnamiensis y B.
dolosa, donde suponen cerca del 16% de las infecciones (105), mientras que otros paises como
Portugal destacaron B. cepacia y B. stabilis, 36,4% y 18,2% respectivamente (101). En cambio
en Brasil se observé B. cenocepacia como la especie mas prevalente, causando el 67,8% de las

infecciones seguida de B. vietnamiensis con el 15,2% (107).

Referente a Espafia no existen muchos estudios hasta la fecha que investiguen la
epidemiologia de Bcc. Un estudio realizado por Medina-Pascual et al. con aislados obtenidos
entre 1997 y 2010 mostré B. cenocepacia, B. multivorans y B. contaminans como las mas
prevalentes entre pacientes con FQ (108). En cambio otro estudio desarrollado por Barrado et
al., las mas prevalentes fueron B. contaminans y B. cepacia (109). En ambos casos se observo
un aumento de la presencia de B. contaminans en los ultimos afios. De hecho en el estudio
desarrollado por Medina-Pascual et al. de las 28 de B. contaminans aisladas en pacientes con
FQ, 25 se asilaron durante 2009-2010 (108). Igualmente en el trabajo de Barrado et al. la
mayoria de los aislados de B. contaminans se encontraron entre 2008-2010 (109). Finalmente
en Argentina en un periodo de estudio comprendido entre 2004-2010 se observo B.

contaminans como la especie mas prevalente detectandose en el 57,6% de los casos (110).

Ya se ha indicado que estas especies son oportunistas y causan infecciones tanto en
pacientes con FQ como en otros con una enfermedad de base diferente; la epidemiologia y la
distribucion de las especies del complejo Burkholderia cepacia es diferente entre estos

pacientes. Existe una gran variabilidad en cuanto a las especies de Bcc que infectan a los
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pacientes sin FQ. En ltalia en un estudio donde la mayoria de muestras eran hemocultivos y
heridas quirurgicas, B. stabilis fue la especie mas prevalente (111). Mientras que en paises
como Reino Unido y Estados Unidos, B. cenocepacia es la especie mds prevalente (57,105). En
Espafia B. stabilis también resulta ser la especie mas prevalente, siendo responsable de

provocar diferentes brotes (108).
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1.4. Factores de virulencia y capacidad patogénica.

Las infecciones por las especies del complejo Burkholderia cepacia, especialmente B.
cenocepacia y B. multivorans, se han relacionado con una mayor morbilidad y mortalidad en
los pacientes con FQ (Figura 3; pag. 8). Sin embargo, como los pacientes con FQ suelen
infectarse con Bcc mas tardiamente que por otras bacterias; existe una cierta controversia
sobre si la morbilidad y mortalidad es debida a los factores de virulencia de la bacteria, como
apuntan algunos autores, o es causado por el progresivo y elevado deterioro pulmonar

acumulado en estos (9,31,112).

Varios trabajos realizados hasta la fecha han permitido determinar algunos factores de
virulencia en estas bacterias. Cabe destacar que la mayoria de los estudios se han realizado en
la especie B. cenocepacia, con las cepas ET-12 y PHDC, debido a que esta especie se ha
relacionado con una mayor virulencia y genio epidémico; aunque, obviamente, el estudio de
una sola especie dificilmente puede representar el comportamiento de todo el complejo

Burkholderia cepacia (113).

Los principales factores de virulencia que se han considerado en estas bacterias son; i)
presencia de islas de patogenicidad y elementos genéticos moviles, ii) sistemas de quorum
sensing (QS), iii) biofilm, iv) pili y adhesinas, v) movilidad, vi) lipopolisacérido y exopolisacarido
vi) resistencia al estrés oxidativo y evasion del sistema inmune vy vii) fosfolipasas, lipasas,

siderdforos, metaloproteasas y factores sigma.

1.4.1. Islas de patogenicidad y elementos genéticos maviles.

A partir de la secuenciacién del genoma de la cepa epidémica B. cenocepacia ET-12 se
determind la presencia de mas de 79 secuencias de insercién, ademds de catorce islas de
patogenicidad repartidas entre tres cromosomas y un plasmido. Esta cepa posee los genes
denominados cblA y esmR. El gen cblA codifica una proteina que forma parte de la estructura
de un gran pili de tipo Il que tiene forma de cable, mientras que el gen esmR codifica una
proteina reguladora transcripcional que se localiza en la isla de patogenicidad denominada

como genomic island 11 (114,115).
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El gen esmR, también se ha denominado B. cepacia epidemic strain marker (BCESM),
debido a que se relaciond con en la cepa epidémica B. cenocepacia ET-12, se utiliz6 como un
marcador clinico de alto riesgo entre los pacientes con FQ; aunque no se ha demostrado que
este gen tenga funcidn patogénica (115). Sin embargo, un estudio realizado por Baldwin et al.
determind que el gen esmR y por tanto el marcador epidémico BCESM, se encontraban dentro
de una isla de patogenicidad denominada en un primer momento B. cenocepacia island (CCl)
de 31.7 kb (116); en la actualidad esta isla de patogenicidad se denomina genomic island II.
Principalmente esta isla de patogenicidad se ha descrito en B. cenocepacia aunque algunos
autores también describieron la presencia de BCESM en otras especies de Bcc (103). Esta isla
de patogenicidad contiene tanto genes de virulencia como; i) los genes ccil y cciR que forman
parte del sistema quorum-sensing (QS), ii) genes que codifican proteinas que participan en el
metabolismo de &acidos grasos, iii) un conjunto de genes que transcriben reguladores
transcripcionales, incluido el gen esmR y iv) genes que codifican proteinas que participan en el
metabolismo y transporte de aminoacidos, como los genes amil y opcl, que codifican una
amidasa y una porina respectivamente (Figura 5) (116). Sin embargo un estudio posterior
realizado por Holden et al. concluyd que genomic island |l tenia un tamafo de 44 kb,
incluyendo, genes de resistencia al arsénico, genes asociados a resistencia a los antibidticos,
genes con homologia a proteinas de respuesta al estrés y genes que codifican proteinas
implicadas en el trasporte de iones y sulfato; ademds de los descritos anteriormente por

Baldwin et al. (58).
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Figura 5. Detalle de los genes presentes en la isla de patogenicidad que contiene BCESM descrita en las cepa
Burkholderia cenocepacia ET-12. Imagen tomada de Baldwin et al (116).
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1.4.2. Quorum sensing (QS)

El QS es un mecanismo regulador dependiente de la densidad celular mediante el cual
las bacterias coordinan la expresidon de algunos genes con la ayuda de moléculas sefal
difusibles, producidas por la propia bacteria. Todas las especies de Bcc tiene al menos un
sistema de QS, homdlogo a las proteinas Luxl y LuxR de Vibrio fischeri. Luxl sintetiza una
molécula sefal AHL (lactona N-acil-hemoserina) y LuxR es una proteina receptora de AHL que
activa o reprime la expresion de multiples genes, incluyendo genes de virulencia. Las
moléculas sefial AHL pueden diferir en cuanto a longitud y cambios en su cadena acil (117). En
las especies de Bcc se ha descrito un sistema QS mediado por las proteinas Cepl y CepR (118).
La proteina Cepl estd relacionada con la sintesis de la lactona N-octonoyl-hemoserina (C8-HSL)
y N-hexanoyl-hemoserinas (C6-HSL), como moléculas sefal, mientras que la proteina
reguladora CepR es sensible a esas moléculas seial AHL, que a su vez activard o reprimird la
transcripcién de multiples genes (117) . Diferentes estudios han mostrado que la alteracion de
este sistema cepRl, incrementa la produccién de sideréforos, disminuye las proteasas
extracelulares y la actividad de las lipasas (118). Ademas también se ha observado la relacién
de este sistema QS con la estabilidad del biofilm asi como la movilidad celular (113). Tal y
como se ha comentado anteriormente algunas cepas de Bcc como, B. cenocepacia ET-12, tiene
un segundo sistema de QS integrado en un isla de patogenicidad. En este caso el QS CcilR, la
AHL sintasa Ccil produce grandes cantidades de C6-HSL y pequeiias cantidades de C8-HSL,
siendo ambas moléculas seiales afines a la proteina receptora CciR. Ambos sistemas de QS, el
sistema CeplR y el CcilR, interactian entre ellos. Parece ser que CepR regula positivamente la
expresion del operdn ccilR, mientras que CciR reprime la expresidon de cepl. Es decir, CepR es
principalmente un regulador positivo mientras que CciR es un regulador negativo de la
expresion génica (113,117). Otro sistema de QS denominado BvilR ha sido descrito en B.
vietnamiensis, en este caso la AHL sintasa (Bvil), produce la lactona N-decanoyl-hemoserina

(C10-HSL), y la presencia de CepR es necesaria para la expresion de BvilR (119).

Finalmente, cabe indicar que los genes que codifican las proteinas AHL sintasa y la
respectiva proteina receptora se encuentran relativamente cercanos uno del otro en el
genoma. Sin embargo, estudios recientes han determinado una elevada presencia de proteinas
homologas a LuxR en todo el genoma de Bcc en comparacion con las proteinas AHL. En

particular se ha descrito un tercer regulador denominado CepR2 aunque no se encuentra
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asociado a ninguna proteina AHL. Parece ser que esta proteina homologa de LuxR “huérfana”
de AHL no estd involucrada en la regulacidn de ccilR y ceplR, aunque CepR parece ser necesario
para la produccién asociada a la proteina homdloga de LuxR, CepR2, del sideréforo pioquelina

(117,120).

1.4.3 Biofilm

Es bien sabido que Bcc tiene capacidad de formar biofilm, aunque el proceso exacto de
regulacién aun queda por determinar. Probablemente estan implicados los sistemas de QS, asi
como el factor sigma RpoN, y reguladores tipo Lys-R. Ademas, el biofilm, puede verse afectado
por la sintesis de exopolisacdrido, por la movilidad bacteriana y la presencia de hierro en el
medio (31,113). La capacidad de formar biofilm comporta un aumento de la resistencia a los
antibidticos asi como una barrera protectora del sistema inmune del huésped. En el préoximo

capitulo se detallan mas caracteristicas de este fenémeno.

1.4.4. Adhesinas y fimbrias.

La adherencia de las cepas patogénicas a las células frecuentemente se asocia a la
presencia de pili (fimbrias) y adhesinas no fimbriadas. En las cepas de Bcc se han descrito
mediante microscopia electrénica hasta cinco tipos de pili morfolégicamente diferentes (121).
Aunque el mas estudiado es el pilus con forma de cable (cbl) que se ha relacionado con la cepa
epidémica de gran virulencia B. cenocepacia ET-12; de hecho, como se ha comentado
anteriormente a esta cepa se le asocian los genes cblA y esmR. El gen cblA, es un gen que
forma parte de un operén que codifica un tipo de pilus de disposicién peritrica de una longitud
de entre 2 y 4 um. El operén denominado cbl, contiene siete genes diferentes, de los cuales
cuatro son estructurales (cblA, cblB, cbICy cbID) y tres tienen funcién reguladora (cbIR, cblS y
cbIT). El gen cblA, codifica la subunidad mas grande del pili; el gen cblB, codifica una
chaperonina; el gen cblC, codifica la proteina acomodadora y el gen cbID, codifica una
subunidad menor dentro de la estructura del pili (31,58). En un primer momento se pensé que
este pili en forma de cable tenia la capacidad de adherirse a las células epiteliales del tracto

respiratorio, en concreto a la proteina receptora citoqueratina 13 (CK13); cabe destacar que a
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diferencia del epitelio normal, el epitelio hiperplasico bronco-alveolar de los pacientes con FQ
se encuentra enriquecido en CK13 (122,123). Sin embargo, un estudio reciente demostré que
los mutantes defectivos de este operdn cbl aun tenia la capacidad de adherirse a la CK13, y
que la unién estaba mediada por una adhesina denominada adhA de 22KDa. De hecho se
concluydé que los mutantes defectivos de este pili perdian un 50% su capacidad de adhesion
mientras que los defectivos de la adhesina adhA tan solo se acoplaban a la CK13 entre un 0y
8% (124). De manera que parece ser que la unién B. cenocepacia ET-12 a la CK13 es mediante
la adhesina adhA aunque para obtener una O6ptima adhesién es necesaria la actuacion

conjunta del pili en forma de cable junto con la adhesina (31,124).

La funcion de la adhesina y el pili en forma de cable no termina en la adhesién a la
citoqueratina 13, un estudio reciente ha relacionado la capacidad de transmigracion de B.
cenocepacia a través del epitelio escamoso con el pili cbl y la adhesina adhA. Parece ser que
cepas mutantes defectivas de los genes cblA, cblS y adhA perdian la capacidad de emigrar a
través del epitelio. Sin embargo, se precisan mas estudios para determinar con exactitud qué
papel juegan, tanto el pili como la adhesina, en el proceso de emigracion a través de las células
epiteliales (124). Finalmente parece ser que tanto el pili como la adhesina, expresados por las
cepas B. cenocepacia ET-12, se relacionan con las infecciones persistentes y su diseminacién a
través de las vias respiratorias, asi como también en la estimulacidon de la respuesta de la

interleucina 8, con la consiguiente inflamacion (125).

Ademads del pili en forma de cable, también destacan la presencia de los pili de tipo FLP
y tipo IV que intervienen en una gran variedad de procesos como la adhesidn a las células

epiteliales, cambios en la movilidad y iniciacion y desarrollo del biofilm (58).

1.4.5. Movilidad

Los flagelos no solo permiten la movilidad de la bacteria sino que ademas poseen una
cierta capacidad de adherencia al epitelio pulmonar, por lo que constituyen un importante
factor de virulencia. Ademas en el caso de B. cenocepacia se ha relacionado la presencia de
flagelos con la capacidad de invadir las células epiteliales de la vias respiratorias del huésped

(126). En Bcc se han descrito dos tipos de flagelinas (la subunidad mas grande que forma parte
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del flagelo) diferenciables por su tamafo (55kDA el tipo | y 45 KDa el tipo Il) y por los

polimorfismo presentes en los patrones de restriccion (RFLP) del gen fliC (127).

1.4.6. Lipopolisacarido y exopolisacarido.

La presencia del lipopolisacarido (LPS) en la membrana externa de estas bacterias
también se ha considerado como un factor de virulencia, principalmente por su capacidad de
inducir la produccién de sustancias proinflamatorias por parte de las células del sistema
inmune como el factor de necrosis tumoral (TNF) y la interleucina 6 (IL-6) (128). Se ha
observado que el LPS de la especie B. cepacia posee una capacidad nueve veces superior que
el LPS de P. aeruginosa para estimular la produccidn de estas citoquinas proinflamatorias

(129).

Otro aspecto caracteristico en las especies del complejo Burkholderia cepacia es la
capacidad que tienen la mayoria de ellas de producir un exopolisacarido (EPS) mientras estan
colonizando las vias respiratorias de un paciente con FQ. Se han descrito hasta siete tipos
diferentes de EPS producidos por Bcc, aunque el que se encuentra en mayor nimero es el
denominado “cepacia”. Este polisacdrido estd compuesto por unidades repetidas de un
heptasacarido acetelidado altamente ramificado formado por una D-glucosa, una D-ramanosa,
una D-manosa, tres D-galactosa, y un acido D-glucordnico (130). Algunas especies producen un
solo tipo de exopolisacdrido mientras que otras pueden llegar a forma una mezcla de
diferentes tipos de exopolisacaridos. Una sobreproduccion de EPS confiere a la bacteria una
morfologia de tipo mucoide, en cambio si este EPS se produce en baja cuantia o no se produce
la morfologia de la bacteria es no mucoide siendo generalmente lisa (131,132). En el caso de P.
aeruginosa también se ha observado la capacidad de formar EPS (alginato) en pacientes con
FQ, de hecho en su caso se cree que las cepas en un primer momento que infectan al paciente
tienen un fenotipo no mucoide para después convertirse en mucoide. En el caso de P.
aeruginosa el fenotipo mucoide, y por tanto, la produccién de EPS se relaciona con una mayor
morbilidad y mortalidad entre los pacientes con FQ (133). En cambio, en el caso de las Bcc el
fenotipo no mucoide se relaciona con un peor prondstico para los pacientes de CF; la cepa
epidémica B. cenocepacia ET-12 relacionada con el “sindrome cepacia” no es de fenotipo
mucoide (134,135). En el caso de las Bcc se produce un cambio en la morfologia de mucoide a

no mucoide durante el transcurso de una infeccidn crénica, ademas estudios “in vitro”
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mostraron que el uso de antibidticos como la ceftazidima o ciprofloxacina podrian influir en
esta conversion (134). Algunos autores apuntan que la produccién de EPS por parte de Bcc es
necesaria para sobrevivir en el ambiente (134-136). Mientras que un estudio realizado por
Bylund et al. demostré mediante un experimento in vitro que el exopolisacarido producido por
las especies de Bcc tiene la capacidad de inhibir la quimiotaxis de los neutrdfilos asi como
resistir a las especies reactivas de oxigeno (ROS), hecho que ayudaria a la bacteria a persistir

en las vias respiratorias (137).

1.4.7. Resistencia al estrés oxidativo y evasidn del sistema inmune.

La capacidad de las especies de Bcc de resistir al estrés oxidativo, esta altamente
asociada a la capacidad de sobrevivir en los macréfagos. Las dos mayores “armas” de los
macroéfagos para eliminar los patdégenos son las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS
y RNS, por sus siglas en inglés). Por parte de la bacteria, para promover la detoxificacion del
superdxido producido por el macrdéfago, necesita la conversién del anidon superdxido a
peréxido de hidrégeno mediante la enzima superéxido dismutasa, seguida de la eliminacidn
del perdxido de hidrégeno, procesos llevados a cabo por catalasas y/o peroxidasas. En el caso
de B. cenocepacia se ha descrito una enzima superéxido dismutasa, SodC, y dos enzimas
catalasas/peroxidasas denominadas KatA y KatB (113). Un estudio reciente mostraba la
presencia de genes homodlogos a hmpA que codifican proteinas que intervienen en la

detoxificacion del éxido nitrico (58).

Por otra parte se ha descrito la habilidad de B. cenocepacia para infectar y sobrevivir
intracelularmente en macrdéfagos, células epiteliales, células dendriticas, neutréfilos y amebas
(113). Los mecanismos por los cuales la bacteria es capaz de mantenerse y sobrevivir
intracelularmente no estan claros, aunque estudios recientes han mostrado que una vez la
bacteria entra dentro del macréfago; el fagosoma formado por la entrada de la bacteria en vez
de fusionarse con el lisosoma para eliminar la bacteria, consigue dirigirse al reticulo
endoplasmatico cosa permitiendo que la bacteria se replique y sobreviva (129). Cepas
mutantes de B. cenocepacia defectoras del sistema de secrecidn tipo IV denominado PtwT4SS,
son degradas por los lisosomas, sugiriendo que esta molécula puede intervenir en este proceso

(129). Ademas de prevenir la fusion de los endosomas con los lisosomas, B. cenocepacia
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también retrasa la maduracién de las vacuolas en los macréfagos. Estudios recientes
mostraron como retrasando la acidificacidn de las vacuolas que contienen la bacteria impedian
gue estas se unieran al lisosoma para ser degradadas (138,139). Sin duda, son necesarias mas
investigaciones para esclarecer cémo y qué factores de la bacteria permiten modificar las vias
endosomaticas normales de la célula para utilizarlas en su propio beneficio, asi como qué

factores de la bacteria permiten retrasar la acidificacidn de la vacuola.

Por otra parte estudios recientes en macréfagos murinos determinaron que B.
cenocepacia, requeria de la proteina MgtC para sobrevivir en el fagosoma de los macréfagos,
aungque por otro lado parece ser que no es necesaria para resistir in vitro a las condiciones que
se producen en los macréfagos, como pH acido y resistencia al estrés oxidativo. En definitiva se

requieren mas estudios para esclarecer la funcién de esta proteina (113).

1.4.8. Fosfolipasas, lipasas, sideréforos, metaloproteasas y factores sigma.

Las fosofolipasas son abundantes en los procariotas, en el caso de B. cenocepacia se

han descrito un total de cinco fosfolipasas homdlogas a la fosfolipasa C de P. aeruginosa (58).

Por otro lado, también se ha descrito la capacidad de Bcc de secretar lipasas. Estudios
recientes mostraron, como inhibiendo la produccién de lipasas en cepas pertenecientes a las
especies B. cenocepacia y B. multivorans disminuian significativamente la capacidad de

invasion en las células epiteliales (140).

La capacidad de crecer en condiciones donde el hierro es un factor limitante, es una
caracteristica de los patégenos, mds teniendo en cuenta que en el huésped el hierro se
encuentra unido a quelantes. En las especies de Bcc se han descrito hasta cuatro siderdforos
distintos; la pioquelina, la ornibactina, la cepaciaquelina y la cepabactina, siendo el quelante

de hierro ornibactina mas predominante entre las cepas de B. cenocepacia (141).

B. cenocepacia produce dos metaloproteasas diferentes, denominadas ZmpA y ZmpB,

con capacidad para degradar colageno vy fibronectina, ademas de tener una gran capacidad
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para degradar un gran numero de sustancias defensivas del hospedador, como la lactoferrina,

inmunoglobinas, interferén-y y péptidos antimicrobianos, entre otros (31,113,129).

Otros factores de virulencia descritos en B. cenocepacia son los factores sigma RpoE y
RpoN. En un estudio realizado con macréfagos murinos se observé que estos factores sigma
eran necesarios para prolongar la supervivencia de la bacteria dentro del macréfago, debido a
que retrasaban la unién del fagosoma al lisosoma. Sin embargo otras funciones se han
asociado a estos factores. En cuanto al factor RpoN, se ha relacionado con la movilidad y
capacidad de formar biofilm por parte de B. cenocepacia, mientras que el factor RpoE, parece
ser necesario para la supervivencia de la bacteria en situaciones de estrés extracelular, como
la temperatura y la osmolaridad (142,143). Finalmente cabe destacar que la proteina HtrA
también es esencial para la supervivencia de Bcc en situaciones de elevadas temperaturas y

elevadas concentraciones de sal (144).

En definitiva, las especies de Bcc tienen una gran variedad de factores de virulencia y
probablemente actian conjuntamente infectando de una manera crénica o causando una
enfermedad aguda a los hospedadores. Sin embargo, la actividad algunos de ellos solo se han
comprobado in vitro o en solo un modelo de infeccion, siendo necesarios mas estudios para

confirmar esta capacidad patogénica y como éstos influyen en el huésped (113).
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1.5 Sensibilidad del complejo Burkholderia cepacia a los antimicrobianos

Las especies del Bcc, destacan por su gran virulencia, que condiciona un mal
prondstico entre los pacientes con FQ. Otra de las causas del mal prondstico de estos
pacientes se relaciona con la elevada resistencia del Bcc a los diferentes antimicrobianos, de
hecho, las especies de este complejo estan consideradas entre las mads resistentes de las

aisladas en los laboratorios clinicos (17).

1.5.1. Patrén de sensibilidad de las cepas salvajes. Resistencia natural.

Las especies del Bcc son sensibles in vitro a la piperacilina, a las cefalosporinas
cefotaxima y ceftazidima, al meropenem vy al sulbactam o tazobactam asociados a un PB-
lactdmico. También son sensibles al cloranfenicol, a la ciprofloxacina y al trimetoprim-
sulfametoxazol. Por el contrario son naturalmente resistentes a la mayoria de los B-
lactamicos, incluidas las aminopenicilinas, la ticarciclina, la ticarciclina asociada al acido
clavuldnico, las cefalosporinas de primera y segunda generacién, y al imipenem, aunque en
este caso la resistencia acostumbra a ser de bajo nivel. Asimismo son resistentes a los

aminoglicdsidos y las polimixinas (145).

Ademas, son muy frecuentes las resistencias adquiridas a la piperacilina, la
ceftazidima, el meropenem, a los B-lactamicos asociados con sulbactam, a la ciprofloxacina vy al
trimetoprim sulfametoxazol. Asi pues, las opciones terapéuticas para tratar a los pacientes con
FQ infectados/colonizados por Bcc se reducen a los escasos antimicrobianos activos sefialados.
Dada la posible adquisicidn de resistencias, cabe estudiar en cada cepa su patrén de

sensibilidad mediante el antibiograma (145).

1.5.2. Mecanismos de resistencia del complejo Burkholderia cepacia a los

antimicrobianos.

La caracteristica principal del Bcc es la multirresistencia natural a los B-lactdcmicos;
esta multirresistencia seria la consecuencia de la accién de diferentes mecanismos, como la

produccién de PB-lactamasas cromosémicas y la disminucién de la concentraciéon de
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antibidticos en la célula bacteriana por bloqueo de la permeabilidad y/o la expulsién activa de
estos.

En un estudio realizado por Holden et al, en el cual se realizd la secuenciacion del
genoma completo de una cepa de B. cenocepacia, se detectd la presencia de cuatro posibles -
lactamasas. Dos pertenecian a la clase A, mientras que las otras dos restantes eran de las
clases C y D segun la clasificacion de Ambler (Tabla 3) (58). En un trabajo de Poirel et al se
estudia en B. cenocepacia la presencia de una B-lactamasa cromosdmica inducible de clase A
(PenA) (146,147). La expresion de esta enzima se encuentra regulada por una proteina
reguladora de tipo LysR. Esta B-lactamasa tiene actividad hidrolitica para la mayoria de
penicilinas, algunas cefalosporinas de amplio espectro y una cierta actividad para el
aztreonam. Estos autores sefialan la correlacién entre las diferentes especies de Bcc y sus

correspondientes B-lactamasas (147).

Tabla 3. Principales mecanismos de resistencia del complejo Burkholderia cepacia. Adaptada de Holden
et al. 2009 (58).

Tipo de B-

lactamasa Actividad Referencia(s)
Clase A B-lactamicos, ceftazidima y acido clavulanico (146,147)
Clase C B-lactamicos (148)
Clase D B-lactamicos (149)

Bec;r;:;iséc:]e Referencia(s)
ABC Macrélidos (150)
RND Aminoglicdsidos, olaquindox, cloranfenicol, (151-153)

trimetoprim y ciprofloxacino.

MATE Polimixina (154)
MFS * (58)
SMR * (58)
FARP * (155)

RND, resistance nodulation division; MATE (multidrug and toxic compund extrusion; MFS, major
facilitator superfamily; SMR, small multidrug resistance; FARP, fusaric acid resistance family proteins; *
No se conoce con precision si estos mecanismos tiene alguna funcidn en la resistencia a los
antimicrobianos.
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Un estudio realizado por Burns et al demuestra la presencia de bombas de expulsién
en la membrana de estas especies que confieren resistencia al cloranfenicol, las
fluoroquinolonas y el trimetoprim (151). De hecho, tras la secuenciaciéon del genoma completo
de B. cenocepacia, se constatd la presencia de seis de las grandes familias de bombas de
expulsidn existentes en los procariotas: MFS (major facilitator superfamily), ABC (ATP-binding
cassette), RND (resistance nodulation division), MATE (multidrug and toxic compund extrusion),
SMR (small multidrug resistance) y FARP (fusaric acid resistance family proteins) (58). Sin
embargo, en algunos casos son necesarios mas estudios para conocer con precision el papel

que desempeiian en la resistencia a los antimicrobianos (Tabla 3).

Como se ha comentado anteriormente las especies de Bcc producen un
lipopolisacarido (LPS) caracteristico. Este LPS, aparte de ser considerado un factor de
virulencia, también tiene un papel determinante en la resistencia intrinseca a diferentes
antibidticos, los aminoglicdsidos y las polimixinas, al conferir a la bacteria un grado de
impermeabilizacidon que impide la entrada de esos agentes antimicrobianos. Las caracteristicas
moleculares del lipopolisacarido de Bcc son substancialmente diferentes a los de otras
especies. Es destacable, el bajo nUmero de dominios anidnicos del LPS de Bcc, solo tiene dos
fosfatos, mientras que otras especies como P. aeruginosa tiene entre 12 y 18. Ademads, uno de
estos fosfatos se encuentra unido a 4-amino-deoxiarabinosa, que presumiblemente forma un
puente de sal con el fosfato adyacente. Esto hace que los antibidticos catidnicos no tengan

lugar donde unirse (156—158).

1.5.3. Epidemiologia de la resistencia adquirida

Los pacientes con FQ infectados crénicamente por las especies del complejo
Burkholderia cepacia, requieren de un tratamiento antimicrobiano intenso que expone a este
conjunto de bacterias a prolongados periodos de presion selectiva de los antibidticos.
Consecuentemente, en pacientes con FQ es frecuente encontrar cepas resistentes a todos los
antibidticos disponibles (17). Un estudio realizado por Bevivino et al mostré que el nivel de
resistencia de las cepas clinicas era superior al de las cepas ambientales, sugiriendo la relacién

entre el uso de antibidticos en la practica clinica y la resistencia adquirida por las cepas (159).
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En general, las resistencias estan en relacion con los antibidticos administrados. En la
tabla 4 se muestra la recopilacion de diferentes trabajos en los cuales se analizé la resistencia a
los antibidticos de aislados de Bcc procedentes de pacientes con FQ. Cabe destacar la elevada
resistencia de las cepas del complejo a casi todos los antibidticos; aunque se observan
variaciones segun el pais y el estudio. Por ejemplo en el realizado por Golini et al, el
trimetoprim-sulfametoxazol fue el menos efectivo, siendo el 80.5% de las cepas resistentes;
mientras que en el estudio realizado por Barrado et al, solo el 12.5% de las cepas fueron
resistentes a este mismo antimicrobiano (103,109). Otros autores en cambio consideran que la
resistencia a los antibidticos depende de la resistencia intrinseca del grupo taxondmico a que
pertenecian los aislados. Es decir, que no todas las especies tienen el mismo nivel de
resistencia a los antibidticos, siendo B. cenocepacia, y en particular la cepa epidémica ET-12,
mas resistente que el resto (160,161). Otros autores han mostrado que B. multivorans es

también una de las especies mas resistentes del complejo (108).

Tabla 4. Porcentaje de resistencia a los antimicrobianos de aislados del complejo Burkholderia cepacia
procedentes de pacientes con FQ en diferentes paises.

Pais PTZ CAZ IMI MER SXT cIp LVX  Referencia

Italia 29%  16% 37% 31% 60% 44%  51% (159)

ltalia 35.5% 31.1%  64.4% NE 80.5%  78.9%  NE (103)
Portugal 13% 4%  20-33% NE  20-33% 64.0%  NE (161)
Espafia NE 50% 90% 10% 20% 80%  60% (162)
Espafia NE 6.2% NE 31.2%  12.5% NE  37.5% (109)
Espafia NE  359%  74.3% NE 37.9% NE  45.9% (108)

PTZ, piperacilina-tazobactam; CAZ, ceftazidima; IMI, imipenem; MER, meropenem; SXT, trimetoprim-
sulfametoxazol; CIP, ciprofloxacina; LVX, levofloxacina; NE, no evaluado.

Durante las infecciones crdnicas por Bcc en los pacientes con FQ, los cambios en el
patrén de resistencia de cepas se suceden con cierta asiduidad, pudiendo ser en un principio
sensibles a algunos antibidticos para luego ser resistentes y viceversa (163). En los pacientes
con FQ se pueden producir infecciones por mas de una especie o incluso dentro de una misma
especie, por distintas subpoblaciones y distintas cepas; estas coinfecciones pueden dar
resultado a patrones de resistencia distintos propios de cada una de ellas (164). Asimismo,
durante el proceso de infeccion también puede suceder un reemplazo de la cepa inicial, es
decir, que se produzca una segunda infeccidon por una cepa diferente a la que causé infeccion

en un primer momento; con el consiguiente cambio en el patrén de resistencia (165,166).
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Otros autores postulan que estas variaciones en los patrones de resistencia no son
debido a la presencia de cepas diferentes o a un posible reemplazo de la cepa inicial sino que
son cepas isogénicas con distinto fenotipo (161,167). No hay una certeza definitiva de las
causas de estas variaciones fenotipicas. Aln asi, estudios recientes mostraron como existia una
correlacién entre los periodos de exacerbacién con la existencia de fenotipos resistentes, sin
que la presidn selectiva de los antibidticos sea un factor determinante; en los periodos
estables se aislaron los fenotipos mds sensibles a los antimicrobianos (167). Por el contrario,
otros autores si que asocian el aislamiento de fenotipos resistentes con pacientes tratados a

largas terapias antimicrobianas durante los periodos de exacerbaciones (161).

La relacién entre cepas multirresistentes e hipermutables, ha sido documentada en
diferentes patdgenos. En concreto en el caso de P. aeruginosa las cepas hipermutadoras
obtenidas de muestras respiratorias de pacientes con FQ tienen un perfil de multirresistencia
superior a las cepas no mutadoras; ademas de tener una mayor facilidad para adquirir
resistencia a otros antibidticos (168,169). En el caso de Bcc, se observd una elevada presencia
de cepas hipermutables en pacientes crénicamente infectados; pero a diferencia de P.
aeruginosa, solo se establecié una relacidon significativa de las cepas hipermutadoras con la

resistencia a ciprofloxacina (170).

En todo caso, estos estudios demuestran la gran capacidad de adaptacion que tiene
Bcc a los multiples cambios que se producen en el ambiente de las vias respiratorias de los
pacientes con FQ (161). Sin embargo, son necesarios mas datos para determinar la regulacion
que permite a las cepas ser mas o menos tolerantes a los antibidticos y qué mecanismos

influyen en este proceso.
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1.6 Biofilm

Los biofilms bacterianos se forman cuando los organismos unicelulares se unen para
formar una comunidad que se encuentra fijada en una superficie sdlida recubierta por una
matriz exopolisacarida. Los biofilms pueden estar compuestos por una o multiples especies, de
hecho los biofilms que se forman en la cavidad bucal pueden llegar a contener mas de 500

especies bacterianas distintas (171).

1.6.1. Importancia del biofilm en patologia infecciosa

La capacidad de formar biofilm por parte de los procariotas ha sido ampliamente
demostrada, tanto en bacterias grampositivas como gramnegativas. En el caso de los
grampositivos; las bacterias pertenecientes a los géneros Staphylococcus, Enterococcus vy
Streptococcus, tienen capacidad para formar biofilm. En el caso de las bacterias
gramnegativas, la mayoria de enterobacterias como E. coli, y los bacilos gramnegativos no
fermentadores como P. aeruginosa, el complejo Burkholderia cepacia y S. maltophilia, también

tienen capacidad para formar biofilm.

Se han descrito multitud de infecciones en humanos donde el biofilm formado por las
bacterias tiene un papel relevante. Por ejemplo se ha descrito la formacion de biofilms en
endocarditis y en casos de prostatitis crénicas, donde la bacteria ha ascendido desde el uréter
hasta la glandula prostatica. En las infecciones periodontales también se han descrito casos
donde las bacterias aisladas tienen capacidad para formar biofilms (172). Finalmente, en los
pacientes con FQ es frecuente aislar bacterias causantes de infecciones pulmonares asociadas

a biofilm.

Vista la gran capacidad de las bacterias de producir biofilm en una gran variedad de
ambientes, otro de los enclaves donde las bacterias acostumbran a desarrollar estas
estructuras son en los dispositivos médicos introducidos en los pacientes. Las valvulas
cardiacas protésicas, los catéteres intravasculares y urinarios, las lentes de contacto y los
dispositivos intrauterinos son otros dispositivos donde con mas frecuencia las bacterias crecen
formando biofilm (172). En pacientes con una otitis media crénica con drenaje transtimpanico

mediante la insercidn de un pequeiio tubo en el timpano también se han descrito en el drenaje
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la formacién de biofilm. Algunos de estos dispositivos son de vital importancia para la
supervivencia del paciente, por ello se han desarrollado algunas estrategias para eliminar el
biofilm; como la administracién prolongada de antibiéticos, o el recubrimiento de estos

dispositivos mediante metales con efectos bactericidas o bacteriostaticos como la plata (173).

Una de las principales caracteristicas del biofilm es una resistencia a los antibidticos. La
produccién por parte de la bacteria de una matriz exopolisacérida es uno de los elementos
caracteristicos de los biofilms. Algunos autores atribuyen a la formacién de este
exopolisacarido como un elemento que dificulta la penetracién de los agentes antimicrobianos
a las células que se encuentran en el interior del biofilm, hecho que aumentaria la resistencia
de los biofilms (174). Otra caracteristica del biofilm que favorece a la resistencia es el lento
crecimiento de las células del interior del biofilm. Cabe destacar que a un cultivo de células
cuando les falta un nutriente su crecimiento se ralentiza, durante la transicién de la fase
exponencial a un crecimiento mas lento se produce un incremento a la resistencia de estas
células. En el caso de las células que se encuentran en el interior de los biofilms maduros se
cree que tienen alguna limitacion de nutrientes, de manera que estas también disminuyen la
velocidad de crecimiento, este cambio fisioldgico de estas células permite que los biofilms
incrementen su resistencia a los antimicrobianos. En un biofilm existe una gran
heterogeneidad a nivel celular, de manera que la respuesta a los agentes antimicrobianos
puede variar segun la ubicacién de la célula dentro del biofilm (171). Sin embargo,
recientemente se ha sugerido que la baja tasa de crecimiento de las células que se encuentran
en el interior del biofilm no se debe solo a la limitacion de nutrientes, sino también a una
respuesta al estrés general iniciado por el crecimiento dentro del biofilm. El regulador central
de la respuesta al estrés general es el factor sigma RpoS y tiene un papel importante en
situaciones de estrés extracelular por modificaciones de la temperatura y/o la osmolaridad.
Parece ser que la expresidn de RpoS sucede tanto en la fase estacionaria y como consecuencia
de la elevada densidad celular que se produce en los biofilms (175). Sin embargo, en el biofilm
no existe un Unico elemento que determine la resistencia a los agentes antimicrobianos;
probablemente es un conjunto de diferentes mecanismos los que permiten que el biofilm sea

mas resistente.
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1.6.2. Formacidn y desarrollo de las estructuras de biofilm

Los andlisis microscopicos, realizados principalmente en bacterias gramnegativas, han
dado lugar a la descripcion general de la formacion de biofilm como un proceso temporal que
implica la transicién a través de distintas etapas de una organizacion multicelular (176). Estas
etapas o fases han sido descritas como una primera etapa plancténica, una segunda fase de
anclaje al sustrato; que dara lugar a un proceso de formacién de microcolonias, que se

desarrollaran formando macrocolonias y a una etapa final de dispersidn (Figura 6) (177).
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Figura 6: Modelo de desarrollo de la formacién de biofilm. Imagen tomada de Monds et al. (177).

Cabe destacar que la fase de anclaje a menudo se ha subdividido en etapas reversibles
e irreversibles debido a que inicialmente la unién inicial de las bacterias con la superficie es
débil, siendo necesaria la activacidn de otros mecanismos por parte de las células para la
transicién a una asociacion mas estable con la superficie. La formacidn de pequefias células se
refiere a la formacién de microcolonias, debido al crecimiento clonal de células unidas a la
superficie o por la translocacién activa de células en toda la superficie. Estas microcolonias
crecen en tamano y se unen para formar macrocolonias. En general morfolédgicamente estas
macrocolonias tienen un aspecto de seta, aunque también pueden darse otras morfologias
como la plana; esta fase también se denomina como biofilm maduro. Finalmente, estas
macrocolonias en parte pueden llegar a disolverse, desprendiéndose del biofilm algunas
células que se encontraran de nuevo en fase planctdnica, pudiéndose iniciar de nuevo este
ciclo en una nueva localizacién (177,178). En conjunto, estas cinco transiciones marcadas

morfoldgicamente y molecularmente probablemente constituyen los puntos de control del
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ciclo de desarrollo del biofilm, que una vez superados evitan que las células vuelvan al punto
anterior. Es decir, estos puntos de control aseguran las condiciones adecuadas para pasar a la

siguiente etapa del desarrollo (177).

No existe un solo modelo que explique la formacién y desarrollo del biofilm. Otros
autores como Klausen et al., sostienen que no hay ninguna evidencia de que los
microorganismos posean un programa genético completo para el desarrollo del biofilm; sino
gue las asociaciones que se producen en los biofilms son debidas a la culminacién de las
medidas individuales adoptadas por cada una de las bacterias en respuesta a su ambiente
especifico (179). En la figura 7 se representa el desarrollo de este tipo de biofilm. En un primer
momento y en respuesta a senales apropiadas las células se adhieren a la superficie. Estas
células en un ambiente donde el oxigeno y los nutrientes no son limitantes, se reproducen
formando microcolonias. Sin embargo, este crecimiento de unas encima de otras provoca que
las células de la parte inferior del biofilm tengan una limitacion en cuanto a oxigeno y
nutrientes. Algunas de estas células de una manera estocastica, empezaran a secretar altos
niveles de expolisacarido (EPS), que a su vez permitira y promovera el crecimiento celular
formando macrocolonias. Las células que secreten EPS y sus vecinas se beneficiaran de este
crecimiento vertical debido a que aumentaran su acceso al oxigeno y nutrientes. Finalmente

estas macrocolonias se uniran formando un biofilm maduro (177,179).
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Figura 7: Modelo tedrico de la formacion de biofilm basado en la adaptacion individual de las células a
su ambiente local. El color azul representa a bacterias para las que el oxigeno y los nutrientes no son
limitantes. El color rojo representa las bacterias en un ambiente especifico donde existe un bajo nivel de
oxigeno y nutrientes. El color amarillo representa las bacterias que expresan altos niveles de
exopolisacarido (EPS). El color verde representa las bacterias adaptadas a las fuerzas presententes en la
parte superior del biofilm, ausentes en otras partes del biofilm; estas fuerzas provacan que estas
bacterias en concreto se tenga que adaptar a este particular microambiente, aumentando un grado mas
la heterogeneidad del biofilm. Imagen tomada de Monds and O’toole. (177).

Pese a los avances realizados en la ultima década, aun existen grandes lagunas en
cuanto a regulaciéon y cual es la base molecular para la formacién del biofilm; es probable que
el avance en estas dos aéreas permita esclarecer cual de los dos modelos es valido, o en su

caso cudl de ellos se aproxima mas a la realidad.

1.6.3. Caracteristicas del biofilm.

En casi todos los biofilms, los propios microorganismos tan solo representan el 10% de
la masa seca, mientras que los componentes de la matriz pueden llegar a representar el 90%.
La matriz es el material extracelular, principalmente producido por los propios organismos, en

el que las células se encuentran envueltas. La matriz se compone de un conglomerado de
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diferentes tipos de biopolimeros; como los exopolisacdridos (EPS), ademas de proteinas, DNA
extracelular y lipidos. Los EPS son la base para que se realice la arquitectura tridimensional del
biofilm y son los responsables de la adhesién a superficies y la cohesién en el biofilm. Estas
substancias EPS no son iguales en todos los biofilms, pudiendo existir grandes diferencias
segln el microorganismo y las condiciones ambientales. Los EPS inmovilizan a las células, las
mantienen en estrecha proximidad, lo que permite que se produzcan interacciones intensas
entre las células que forman parte del biofilm, incluyendo su comunicacién y la creacién de
microconsorcios sinérgicos. Cabe destacar que en esta matriz también se retienen enzimas
extracelulares de manera que en cierta manera se genera un sistema externo de digestién
adicional. Ademads de estas enzimas también pueden encontrase proteinas estructurales, que
estdn involucradas en la formacién y estabilizacion de la red de matriz de polisacarido,

constituyendo un enlace entre la superficie bacteriana y EPS (180).

Por otra parte esta envoltura también permite retener los componentes de las células
lisadas, como el DNA. Este DNA externo puede ser un reservorio de genes para la transferencia
horizontal. Sin embargo, probablemente la lisis celular no es la Unica fuente de obtencion de
DNA. Algunos autores postulan que este DNA puede ser secretado por las propias células ya

gue este DNA podria aumentar la estabilidad del biofilm (178).

1.6.4. El biofilm en el complejo Burkholderia cepacia.

En la dltima década se han realizado grandes avances en el conocimiento del papel que
juegan los diferentes componentes moleculares en la regulacion del biofilm. Se cree que hay
tres sistemas principales implicados en la regulacion del biofilm; la diguanosina ciclica 5-
monofosfato (c-di-GMP), pequefios RNAs (sSRNA) y el quorum-sensing (QS). Parece ser que la c-
di-GMP, interactua con el regulador transcripcional Bcam 1349 perteneciente a la superfamilia
Crp-Fnr, el cual a su vez desencadenara la transcripcién de proteinas de uniéon como las
fimbrias. Por otro lado el regulador Bcam 1349 también tendria afinidad para el cluster de
genes Bcam1330-Bcam1341, los cuales tienen una funcidn en la produccién de EPS. Asi pues,
el c-di-GMP junto con el regulador Bcam1349 podrian estar implicados en la formaciéon de

biofilm (181,182).
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En cuanto a los sistemas de QS implicados en la formacién de biofilm, los sistemas
CeplR y CcilR, descritos previamente en el apartado 4 y basados en moléculas sefial tipo AHL,
tienen una implicacién en la formacién y estabilidad del biofilm. Un estudio realizado por
Huber et al mostré que la cepa B. cenocepacia H111 defectiva del sistema CeplR perdia la
capacidad de desarrollar el biofilm (183), asi como también los mutantes defectivos del QS
CcilR, también pierden la capacidad de formar biofilm (184). Sin embargo, existe un tercer
sistema QS implicado en la formacidn del biofilm; en este caso la molécula sefial seria el acido
cis-2-dodecenoico (BDSF) perteneciente a la familia de los factores seial difusibles (DSF), y
seria un sistema independiente a los basados en las moléculas sefial AHL. Probablemente en
ausencia de los sistemas de QS basados en la molécula sefia AHL, este tercer sistema tendria la

suficiente capacidad de activar genes con capacidad para formar biofilm (185).

Estudios recientes muestran como existe una relacién entre los sistemas AHL y BDSF;
BDSF regula positivamente la produccion de moléculas AHL regulando cep! y ccil. Aun asi lo
mas destacable es que existe una relacidon entre el QS BDSF con c-di-GMP; BDSF regula
negativamente los niveles intracelulares de c-di-GMP mediante la proteina receptora Rpfr

(186).

En cuanto a los sRNA, los denominados mtvR y h2cR tendrian un papel directo en la
formacién de biofilm. La ausencia de mtvR causa una pérdida de la capacidad de formar
biofilm en B. cenocepacia, debido a que mtvR regula negativamente HFq el cual a su vez regula
positivamente la produccién de EPS. En cambio, h2cR reduce los niveles de hfg2 el cual se cree
que tiene un papel directo en la formacién de biofilm. Sin embargo, no se conoce con precision
el papel de estos sRNA, y en especial de HFq y hfg2, ya que se ignora como pueden afectar
directamente a la formacion de biofilm (182). En la figura 8 se observa un esquema resumen

de los elementos que puede intervenir en la formacién de biofilm.
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Figura 8: Esquema representativo de los elementos que influyen en la formacién de biofilm. Las lineas
punteadas representan las posibles vias regulatorias pendientes de confirmacién. Imagen tomada de

Fazli et al. (182).
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2. Objetivos:

2.1. Estudiar la epidemiolgia-molecular de los aislados bacterianos pertenecientes al

complejo Burkholderia cepacia obtenidos de muestras respiratorias de pacientes con fibrosis

quistica del Hospital Vall d’Hebron de Barcelona durante los afios 2010 y 2012.

i)

Identificar mediante métodos genéticos la especie del complejo B.
cepacia a la que pertenecian los diferentes aislamientos obtenidos de

los pacientes con FQ durante el periodo de estudio.

Determinar la utilidad de la espectrometria de masas MALDI-TOF en la

identificacion de las especies del complejo Burkholderia cepacia.

Establecer la relacion clonal de los aislados de Bcc obtenidos de
pacientes con FQ, mediante electroforesis en gel por campo pulsante

(PFGE).

Determinar el secuenciotipo (ST) de las cepas de Bcc mediante la

técnica multi locus sequence typing (MLST).

Estudiar la relacién epidemioldgica de los diferentes ST identificados.

2.2 Determinar la sensibilidad a antimicrobianos de los aislados de Bcc obtenidos de

pacientes con fibrosis quistica en el Hospital Vall d’Hebron de Barcelona a lo largo de los

anos 2010y 2012.

Estudiar la sensibilidad global a los principales antibidticos utilizados en
la practica clinica de pacientes con FQ colonizados o infectados por

Bcc.

Comparar la sensibilidad global a antimicrobianos de los distintos

clones identificados en una misma especie del complejo Bcc.
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iii) Evaluar la sensibilidad a los principales antibéticos entre las distintas

especies del Bcc.

2.3 Establecer la capacidad para formar biofilm de aislados bacterianos pertenecientes al
complejo Burkholderia cepacia obtenidos de muestras respiratorias de pacientes con fibrosis

quistica.

i) Estandarizar la metodologia para cuantificar in vitro el biofilm formado

por los aislados del complejo Burkholderia cepacia.

ii) Cuantificar y comparar el biofilm formado por un conjunto de aislados

de diferentes especies de Bcc.
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3. Material y Métodos

3.1 Ambito del estudio.

El Hospital Universitario Vall d'Hebron es el complejo hospitalario mas grande de
Catalufia y uno de los mas grandes del Estado espafol. Ubicado al pie de la sierra de Collserola,
al norte de la ciudad de Barcelona, su area de influencia incluye los barrios de Horta-Guinardd,
Nou Barris y Sant Andreu, y la ciudad de Montcada i Reixac, prestando servicio a una poblacién
de alrededor de 450.000 habitantes. Desde 1971 el centro cuenta con la Unidad de Fibrosis
Quistica y Neumologia Pediatrica creada por el Dr. Nicolds Cobos, siendo la primera en su
creacién en Espafia. A partir de 1998 pasd a ser una unidad integral multidisciplinaria pionera
en la forma de organizacion tanto funcional como a espacio fisico se refiere. Durante mas de
40 anos que presta servicio, en esta unidad se han diagnosticado y controlado cerca de 500
pacientes con FQ. En la actualidad esta unidad es la mas importante de Espafia en cuanto al
numero de pacientes en seguimiento, aproximadamente unos 300 pacientes y es el Unico
centro espafol que pertenece a la red de ensayos europeos (CTN, Clinical Trials Network) de la

Sociedad Europea de Fibrosis Quistica (ECFS, European Cystic Fibrosis Society).

3.2 Pacientes y periodo del estudio

Este trabajo es un estudio retrospectivo en el que se incluyen un total de 302

pacientes tanto adultos como pediatricos diagnosticados con FQ, atendidos en la Unidad de

Fibrosis Quistica y Neumologia del Hospital Vall d’"Hebron, desde enero de 2010 a diciembre de

2012.

3.3 Cultivos microbiolégicos para la obtencidn de los aislados del complejo Burkholderia

cepacia de esputos de pacientes con FQ.

Las muestras de esputos procedentes de pacientes visitados en la Unidad de Fibrosis

Quistica, fueron analizadas en el Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Vall
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d’Hebron siguiendo protocolos estandarizados (17,187). A continuacidn se describen

brevemente los procedimientos realizados.

3.3.1 Homogenizacion y fluidificacion de las muestras.

Los esputos procedentes de pacientes con FQ acostumbran a tener una elevada
densidad, por ello se realiza una fluidificacion con el agente mucolitico N-acetil-L-

cisteina (187).

Procedimiento

-En el envase que contiene la muestra, afiadir 100 pl la cantidad suficiente de N-acetil-

L-cisteina a una concentracion final de 1mg/ml para lograr la fluidificacion del esputo.

-Agitar en el agitador hasta conseguir una fluidificacién y homogenizacién adecuada

para el manejo de la muestra.

3.3.2 Medios de cultivo para aislamiento de aislados del complejo Burkholderia

cepacia.

Se siguid el procedimiento descrito en las guias especializadas, para ello se sembraron

las muestras de esputo en medios selectivos y diferenciales (17,187).

-Del esputo realizar una valoracion mediante la tincion de Gram observando el
morfotipo bacteriano.

-Sembrar las muestras en agar Mc Conkey (Anexo 1), con el fin de identificar bacilos
gramnegativos no fermentadores.

‘Incubar las placas a 372C durante 72 h.

‘Mediante sistemas bioquimicos (APl 20NE, API 20E o Vitek-2; bioMérieux S.A., Marcy
I'Etoile, France) realizar una presuntiva identificacién pendiente de confirmar a

posteriori mediante técnicas moleculares.
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3.3.3 Conservacion de los aislamientos.
-A partir de un cultivo puro de agar Columbia suplementado con 5 % sangre de (Anexo
1), preparar una suspension de la bacteria en microtubos cénicos de 2 ml con medio

de cultivo tripticasa soja suplementado con 20 % de glicerol (TSBG) (Anexo 1).

-Conservar los aislados a -802 C.
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3.4 Identificacion mediante técnica genética de las especies del Bcc.

Para la identificacién molecular de los aislados pertenecientes al Bcc, se realizd la
amplificacion, secuenciacion y el posterior analisis informatico del gen recA. A continuacion se

detallan los procedimientos realizados para la consecucién de tal fin.

3.4.1 Obtencion del DNA bacteriano.

-Sembrar por agotamiento en agar columbia suplementado con 5% de sangre de
cordero e incubar a 379C en aerobiosis durante aproximadamente 24h.

-Seleccionar 2-3 colonias y resuspender en 100 pl de agua ultra pura en un microtubo
conico de 200 pl.

-Calentar la suspension a 952C durante 10 minutos y posteriormente centrifugar
durante 3 minutos a 13.000 rpm.

-Del sobrenadante, realizar una dilucién 1:2 con agua ultra pura. Esta suspensién que
contiene los acidos nucleicos bacterianos serd la que se emplee en la técnica de

amplificacién por PCR.

3.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

3.4.2.1 Reactivos.

En la tabla 5 se describen los reactivos y las concentraciones utilizadas para la

realizacion de la amplificacién del gen recA.

Tabla 5. Concentraciones de los reactivos necesarios para la realizacién de PCR.

Reactivos Concentracion
Tampon con MgCl,*  1X 156mM
dNTPs* 0,2 mM

recA Fw 0,2 uM

recA Rv 0,2 uM

Taq polimerasa* 0,02U/ul

*Taq HIFl comercial Roche (Basel, Switzerland; ref 11759078001)
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3.4.2.2 Oligonucleétidos utilizados.

En la tabla 6 se muestran las secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la
amplificacidon del gen recA en el estudio, los cuales fueron sintetizados por la casa

comercial Sigma-Aldrich (Buchs, Switzerland). Estos cebadores fueron conservados a

-209C hasta su utilizacion.

Tabla 6. Cebadores utilizados para la amplificacion del gen recA.

Tamafio
del T2 de
Gen Proteina Secuencia (5°-3°) amplicon hibridacion Referencia
recA Recombinasa A Fw AAGGACGATTCATGGAAGAWAGC 704 pb 58 °C (188)

Rv.  GACGCACYGAYGMRTAGAACTT

3.4.2.3 Condiciones de la PCR.

En la tabla 7 se detallan las condiciones necesarias del termociclador para la

amplificacion del gen recA.

Tabla 7. Condiciones del termociclador para la amplificacién del gen recA.

Proceso Temperatura  Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30 s
Hibridacion 58 °C 30s 30
Extension 72°C 30s
Elongacién final 72°C 7 min
Conservacion 4°C

3.4.3 Electroforesis en gel de agarosa.

Esta técnica se utilizd para la visualizacion de la amplificacion de los fragmentos de

DNA resultantes de la PCR.
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Procedimiento

-Disolver 1.5 g de agarosa (Roche, Basel, Switzerland; ref 03573788001) en 100 ml de
TBE al 1X (Anexo 1).

-Afiadir bromuro de etidio (Thermo Scientific, Waltham, USA; ref E1510) a una
concentracion final de 0.5 pg/ml.

‘Verter la solucidn en los soportes indicados para la formacion del gel.

- Dejar solidificar el gel

-Afiadir 2 pl de la solucién comercial 6X DNA Loading Dye (Thermo Scientific, Waltham,
USA; ref R0O611) a 10 ul del amplificado obtenido de la PCR, estableciendo una relaciéon
final de 1:5.

A ambos carriles de los extremos del gel de agarosa afiadir 10 pl el marcador de peso
molecular GeneRuler 50pb DNA ladder (Thermo Scientific, Waltham, USA; ref SM0373),
indicado para los fragmentos comprendidos entre 50 y 1000 pb.

-Afiadir 700 ml de TBE 0.5 % (Anexo 1) a la cubeta horizontal (BioRad, Hercules, USA;
ref 170-4502).

-Realizar la electroforesis a 140 V durante 35 min.

‘Realizar la captura fotografica de los fragmentos de DNA mediante el instrumento Gel

Doc XR (BioRad, Hercules, USA; ref 170-8195).

3.4.4 Secuenciacion del gen recA.

Antes de realizar la secuenciacion, las reacciones de PCR fueron tratadas con la

combinacion de enzimas fosfatasa alcalina y exonucleasa | (ExoSAP-IT), con el objetivo de

eliminar los cebadores y nucleétidos no empleados en el proceso de amplificacion. La

secuenciacion del gen recA se realizd mediante el servicio externo ofrecido por Macrogen

Europe (Amsterdam, Paises Bajos).

Procedimiento de preparacion de los amplificados por PCR para la reaccién de

secuenciacion:

-Afadir a 10 pl de los amplificados 2 pl de ExoSAP-IT (GE Healthcare Life Sciencies,

Buckinghamshire, UK; ref US78202).
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‘Incubar durante 15 min a 37 2C seguido de 15 min a 80 2C.
- Afadir a 5 pl del amplificado tratado con ExoSAP-IT 5 pl del cebador recA Fw a una
concentracién de 5uM. A otros 5 pl del amplificado tratado con ExoSAP-IT afiadir 5 pl

del cebador recA Rv a una concentracién de 5pM.

3.4.5 Analisis de secuencias.

Las secuencias de ambas hebras de DNA de los productos amplificados se analizaron
con el programa informdatico SeqMan (DNASTAR, Wisconsin, USA), con el objetivo de obtener
una secuencia consenso. Esta secuencia se comparé con la base de datos MLST del complejo
Burkholderia cepacia (http://pubmist.org/bcc/), con el fin de identificar el alelo
correspondiente al gen recA. Una vez identificado el alelo correspondiente se compard con
todo los alelos de recA descritos hasta el momento, con el objetivo de saber a qué especie

corresponde el alelo identificado.
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3.5 Identificacion mediante espectrometria de masas MALDI-ToF MS.

Con el objetivo de evaluar la utilidad de la espectrometria de masas MALDI-ToF en la
identificacion de las especies del complejo Burkholderia cepacia, se utilizaron los sistemas
VITEK MS (bioMérieux S.A., Marcy I'Etoile, France; ref 41895) y Bruker Daltonics Microflex LT
(Bruker Daltonics GmbH, Massachusetts, USA). Estos son los mas extendidos actualmente en

los laboratorios de microbiologia clinica.
3.5.1 Identificacién mediante VITEK MS (bioMérieux S.A).

Para la identificacion de los aislados mediante VITEK MS (bioMérieux S.A.) se
prepararon las muestras siguiendo las indicaciones de la casa comercial utilizando la cepa
Escherichia coli ATCC 8793 para la calibracidn del instrumento. Los espectros Los espectros
obtenidos fueron analizados y comparados con la base de datos VITEK MS IVD v2 (bioMérieux

S.A., Marcy I'Etoile, France).
Procedimiento

- A partir de un cultivo fresco del microorganismo en agar columbia suplementado con
5% sangre de cordero, e incubar a 37 2C coger 1-2 colonias y depositarlas en uno de los

pocillos de la placa especifica de VITEK MS (Figura 9).
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Figura 9. Imagen de la placa y los pocillos donde se depositan las muestra para su
identificacion mediante el sistema VITEK-MS.

-Afadir 1-2 colonias de la cepa Escherichia coli ATCC 8793 en el pocillo destinado a la

calibracién.
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-Afiadir a cada pocillo 1 pl de matriz (dcido a-cyano-4-hydroxycinamico, VITEK MS
CHCA; Marcy I'Etoile, France; ref 411071) para cristalizar la muestra inoculada.
‘Insertar la placa con las muestras en el MALDI-ToF VITEK MS

-Analizar los espectros obtenidos con el programa informatico VITEK MS IVD v2.

3.5.2 Identificacion mediante Bruker Daltonics Microflex LT (Bruker Daltonics GmbH).

Se identificaron 10 aislados correspondientes cada uno a un pulsotipo diferente segun
el estudio de clonalidad. Para la identificacion de los aislados se empled el instrumento Bruker
Daltonics Microflex LT (Bruker Daltonics GmbH, Massachusetts, USA) junto con el programa
informatico MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics GmbH, Massachusetts, USA) Para la
preparacion de las muestras se siguieron las indicaciones de la casa comercial y se utilizé la

cepa Escherichia coli DH5a para la calibracion del instrumento.

Procedimiento
-Sembrar por agotamiento en agar columbia suplementado con 5% sangre de cordero,
e incubar a 37 2C durante aproximadamente 24h.
-Afiadir 1-2 colonias de los aislados a estudiar en los respectivos soportes.
-Afiadir 1-2 colonias de la cepa Escherichia coli DH5a para la calibracidn del aparato.
‘Afadir a todas las muestras 1 pl de la mezcla de matriz (dcido a-cyano-4-
hydroxycinamico, IVD HCCA Matrix, Bruker Daltonics GmbH, Massachusetts, USA; ref
8255344).
‘Insertar la placa con las muestras en el MALDI-ToF MS (Bruker Daltonics GmbH,
Massachusetts, USA).
-Analizar los espectros obtenidos con el programa informatico MALDI Biotyper 3.0

(Bruker Daltonics GmbH, Massachusetts, USA).
Las identificaciones se consideraron correctas a nivel de especie cuando los valores

obtenidos a partir de la comparacién con la base de datos fueron 22.0, si estos valores se

encontraban entre 1.7 y 1.999 se considerd correcta la identificacién a nivel de género.
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3.6 Estudio de clonalidad

Para establecer el tipo de relacidn clonal que poseen los aislados bacterianos se digirid
el DNA total de la bacteria mediante restriccién y posteriormente se utilizé la técnica de
electroforesis en gel con campo pulsante (Pulsed field gel electrophoresis, PFGE) para la
separacion de los fragmentos de restriccion generados. A continuacién se detallan los aspectos

necesarios para la realizacion de esta técnica.

3.6.1 Seleccion de aislados de Bcc para el estudio de clonalidad

Para llevar a cabo el estudio de epidemiologia molecular (PFGE), se seleccionaron
todos los aislados de aquellos pacientes con dos o menos cultivos positivos por alguna especie
de Bcc. De aquellos pacientes con mas de 2 aislados se seleccionaron los aislados obtenidos de

muestras tomadas con un intervalo 5 meses, dando como resultado un total de 43 aislados.

A continuacidn se detallan el procedimiento técnico empleado para estudiar la relacién

clonal de los aislados.

3.6.2 Electroforesis en gel con campo pulsante (PFGE)

3.6.2.1 Preparacion de la suspensién bacteriana.

‘Realizar un cultivo de los aislados bacterianos a estudiar en placas de agar columbia
suplementado con 5% sangre de cordero.

‘Incubar a 37 2C durante 24h.

Resuspender 3-4 colonias en la solucion tamponada cell suspension buffer (CSB) a pH
8 (Anexo 1).

-Medir la absorbancia hasta 0.1 con una longitud de onda de 420nm, con el objetivo de
preparar un indculo a 10° ufc/ml con la misma solucién tamponada CBS.

-Afadir proteinasa K (Roche, Basel, Switzerland; ref 03115801001) a una concentracion

final de 0.5 mg/ml.
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3.6.2.2 Preparacion de los moldes de agarosa.

‘Preparar una suspension con agarosa de baja electroendosmosis (Seakem Gold
agarosa, Lonza, Basel, Switzerland; ref 50150) al 1.2% en TBE 0.5 X (Anexo 1).
-Mantener la agarosa a 562C.

Realizar una suspension celular con una relacidn 1:1 de suspensién bacteriana y la
agarosa al 1.2% preparada previamente.

-Rellenar los soportes que permiten la formacién de los moldes (aproximadamente 100
ul por molde) evitando la solidificacion de la agarosa.

-Dejar enfriar y solidificar los moldes que contienen el indculo bacteriano y la agarosa a
4 °C entre 20 y 30 minutos Realizados los moldes dejar enfriar y solidificar a 4 2C entre

20 y30 min.

3.6.2.3 Lisis celular.

- Afiadir los moldes que vayan a ser lisados en un tubo con tampdn de lisis (Anexo 1) y
proteinasa K (Roche, Basel, Switzerland; ref 03115801001) a una concentracion final de
1 mg/ml durante 24h a 56 °C.

-Descartar la solucion de lisis y afiadir 10 ml de buffer Tris-EDTA (TE) pH 7.5 (Anexo 1).

3.6.2.4 Lavados de los moldes de agarosa.

-Desechar el buffer TE y afadir de nuevo 10 ml de TE. Repetir el procedimiento entre 8
y 10 veces dejando como minimo 30 minutos entre cada lavado a 4 2C.
-Los bloques de agarosa se pueden guardar a 49C durante 6 meses, cambiando el

buffer TE una vez al mes.

3.6.2.5 Digestion del DNA.

-Cortar 1/3 de cada molde de agarosa e introducirlo en un microtubo de 2 ml con 100
ul de TE hasta su utilizacion.
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3.6.2.5.1 Digestion con Xbal

-Descartar los 100 ul de TE en los que se encuentra el molde de agarosa conservado.
-Realizar la digestién en 100 pl con una concentracion final de buffer Tango 1X (Thermo
Scientific, Waltham, USA; ref BY5) y 15 U de Xbal (Thermo Scientific, Waltham, USA; ref
ER0681).

-Digerir los moldes de agarosa un minimo de 3h a 379C.

-Detener la digestidon descartando la solucién de digestion y anadir 200 ul TE. Si no se

va a proceder de inmediato a la electroforesis, conservar el bloque a 4 2C hasta su uso.

3.6.2.5.2 Digestion con Spel

-Descartar los 100 ul de TE en los que se encuentra el molde de agarosa conservado.

- Realizar la digestiéon en 100 ul con una concentracién final de buffer Tango 1X
(Thermo Scientific, Waltham, USA; ref BY5) y 50 U de Spel (Thermo Scientific,
Waltham, USA; ref ER1251).

-Digerir los moldes un minimo de 4 h a 37 2C.

-Detener la digestion descartando la solucién de digestién y afiadir 200 pl TE. Si no se

va a proceder de inmediato a la electroforesis, conservar el bloque a 42C hasta su uso.

3.6.2.6 Preparacion de la electroforesis en gel con campo pulsante.

‘Montar los soportes necesarios para la realizacion del gel.

-Con el nivelador, equilibrar los soportes y disponer los peines, como puede observarse

en la figura 10.
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Figura 10. Imagen de los soportes para la formacion del gel.

-Disponer los bloques digeridos a lo largo de todo el soporte del peine dejando los
extremos libres (Figura 11).

-En los dos extremos libres, afiadir los marcadores de peso molecular (Lambda Ladder
PFG Marker, New England Biolabs Inc., Ipswich, USA; ref N0O340S).

-Con la ayuda de papel de filtro, secar los moldes ya depositados en el peine.
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Figura 11. Imagen donde se observa cémo y dénde se colocan los bloques de agarosa en el
soporte.

-Preparar una suspension de 120 ml o 250 ml, segln el numero de muestras y tamafio
del gel que se desee utilizar, de agarosa de baja electroendosmosis 1.2% con TBE 0.5
X (Anexo 1).

-Dejar atemperar la agarosa hasta los 502C aproximadamente, a continuacion, verter la

suspension en los soportes con los peines y moldes con el DNA digerido (Figura 12).
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Figura 12. Ejemplo del vertido de agarosa.

-Esperar 15-20 min hasta que se solidifique la agarosa.

-Retirar con precaucién el soporte del peine donde se encontraban los bloques de DNA
adheridos.

-Sellar los pocillos con una suspensién de agarosa al 2 % con TBE al 1X y de nuevo dejar
15-20 min hasta que solidifique.

-Retirar los soportes del gel y eliminar la agarosa sobrante que pueda haber en la parte

inferior del gel.

3.6.2.7 Electroforesis en campo pulsante.

Para llevar a cabo la electroforesis mediante campo eléctrico pulsante, se utilizo el

sistema Contour-clamped homogeneous electric field (CHEF; CHEF DRIl System, BioRad

Laboratories, Hercules, USA).

Procedimiento.

-Afiadir 3 | de TBE 0,5 X (Anexo 1) en la cubetas de electroforesis.

-Sumergir el gel de agarosa con los bloques de DNA digeridos en la parte central de la

cubeta y encajarlo en el hueco dispuesto para su colocacién (Figura 13).
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Figura 13. Imagen del gel en la cubeta de electroforesis sumergido en TBE 0,5 X.

+En la tabla 8 se detallan las condiciones necesarias para realizar la electroforesis del
DNA digerido, segun la enzima utilizada. En todos los casos la temperatura del tampdn
de electroforesis se mantuvo a 14 2Cy la velocidad de la bomba utilizada para la

circulacién entre la cubeta y el sistema de refrigeracién a 70 (0,75L/min).

Tabla 8. Condiciones empleadas para la realizacion de la electroforesis en PFGE del DNA digerido con las
enzimas Xbal y Spel.

Enzima Bloque Pulso inicial (s) Pulso final (s)  Tiempo (h)  Voltaje (V/cm)
Xbal 1 2.2 54.2 21h 6
Spel 1 1 60 12 h
5.4
2 10 30 8h

3.6.2.8 Tincion del gel de agarosa.
- Finalizada la electroforesis, retirar cuidadosamente el gel de la cubeta y sumergirlo en

una suspension con bromuro de etidio a una concentracién de 1 mg/ml en 400 ml de

TBE 0,5 X durante 30 min (Figura 14).
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Figura 14. Imagen de la tincion del gel de agarosa con bromuro de etidio.

-Descartar la solucién de bromuro de etidio y sumergir el gel en 400 ml de agua

destilada durante 30 min.

3.6.2.9 Visualizacion del perfil de restriccion

-Para visualizar el perfil de restriccion, observar y tomar imagenes a luz UV mediante el

sistema Gel Doc XR (BioRad, Hercules, USA; ref 170-8195).

3.6.2.10 Analisis informatico

-El andlisis informatico de los perfiles de restriccion obtenidos se realizé mediante el
programa Gel Compar Il v.4.6 (Applied Maths, Saint-Martens-Latem, Belgium). Para la
realizacion de los dendogramas se utilizd el método basado en el agrupamiento no
ponderado utilizando la media aritmética (Unweight pair group method with
arithmetic mean; UPGMA) junto con el coeficiente Dice con una tolerancia de 1%. Las
cepas se consideraron clonales siempre y cuando el coeficiente de similitud fuera >

80%.
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3.7. Multilocus sequence typing (MLST)

Esta técnica facilita los estudios epidemioldgicos entre cepas a nivel global, ademas de
ser una buena herramienta para detectar si algun secuenciotipo en concreto tiene una elevada
capacidad de diseminacién. EI MLST consiste en la amplificacion y secuenciacion de siete genes
conservados; recA, atpD, gltB, gyrB, lepA, phaC vy trpB tal y como se define en la pagina web
MLST del complejo Burkholderia cepacia (http://pubmist.org/bcc/).

3.7.1 Seleccion de aislados para el estudio de MLST.

Para llevar a cabo el estudio de MLST, se selecciond un aislado por paciente. En el caso

de los pacientes que han sido colonizados o infectados por mas de una especie se seleccion

una representante de cada una. En total fueron 17 los aislados seleccionados.

3.7.2. Obtencion del DNA bacteriano.

Se siguiod el mismo procedimiento descrito anteriormente en el punto 3.4.1.

3.7.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

3.7.3.1. Reactivos.
Se siguid el mismo procedimiento detallado en el punto 3.4.2.1 y la tabla 5.
3.7.3.2 Oligonucledtidos.

Los cebadores empleados para este estudio y el tamafio de los amplicones se

encuentran detallados en la tabla 9.
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Tabla 9. Oligonucledtidos utilizados en el estudio MLST.

Tamafio del Téde
Gen Proteina Cebadores (5°-3%) amplicon  hibridacién Referencia
Fw AAGGACGATTCATGGAAGAWAGC
recA  Recombinasa A Rv  GACGCACYGAYGMRTAGAACTT 704 pb 58 °C (188)
. Fw ATGAGTACTRCTGCTTTGGTAGAAGG
tpp  Subunidad B de 756 pb 56 °C 188
atp ATPsintasa Rv CGTGAAACGGTAGATGTTGTCG P (188)
Subunidad grande Fw CTGCATCATGATGCGCAAGTG
gue ok gilrl:tt:;?lato Rv CTTGCCGCGGAARTCGTTGG 652 pb 28°C (188)
. ACCGGTCTGCAYCACCTCGT
o SubunidadBde ' 28 b 50 (158)
9y DNAgirasa Rv  YTCGTTGWARCTGTCGTTCCACTGC P
broteina de unign T CTSATCATCGAYTCSTGGTTCG
lepA al GTP RV CGRTATTCCTTGAACTCGTARTCC 975 pb 35°C (188)
broteina reductora. T CCACSAGYATYTGCCAGCG
PhaC Acetoacetyl-CoA Rv  CCATSTCSGTRCCRATGTAGCC 525 pb 58°C (188)
. CGCGYTTCGGVATGGARTG
ipp Subunidad Bde 787 pb 58 °C (188)
PE Triptsfano sintasa Rv  ACSGTRTGCATGTCCTTGTCG p

3.7.3.3 Condiciones de la PCR

En la tabla 10 se detallan las condiciones necesarias del termociclador para la

amplificacion de los genes del estudio del MLST. La temperatura de hibridacion fue

seleccionada segun el gen a estudiar.

Tabla 10. Condiciones del termociclador para la amplificacién de los genes de MLST.

Proceso Temperatura ~ Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30 s
Hibridacion * 30s 30
Extension 72°C 30s
Elongacion final 72°C 7 min
Conservacion 4°C

* La temperatura de hibridacidn se utilizé segun el cebador utilizado, detallado en la tabla 9.
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3.7.4 Electroforesis del gel de agarosa.

En este caso se siguid el mismo procedimiento detallado en el punto 3.4.3, para todas

las muestras y genes estudiados.

3.7.5 Secuenciacion.

La secuenciacién de los amplificados de cada gen se realizé de igual manera que en el

punto 3.4.4.

3.7.6 Analisis de las secuencias

Las secuencias se analizaron con el programa informatico SegMan (DNASTAR,
Wisconsin, USA). La secuencia consenso que se obtuvo por cada gen y muestra se compard
con la base de datos MLST del complejo Burkholderia cepacia (http://pubmlst.org/bcc/). En el
caso de alelos y ST descritos por primera vez en este estudio, las secuencias fueron enviadas y

validadas por el gestor de la base de datos.

3.7.7 Algoritmo Based Upon Related Sequence Types (BURST).

El algoritmo BURST permite estudiar la relacién clonal de todos los secuenciotipos
descritos a nivel global. A su vez permite determinar la evolucién filogenética de los diferentes

secuenciotipos mostrando cual de ellos es el posible ancestro.

El algoritmo BURST se realiz6 mediante el software eburst v3 desarrollado por The
Deparment  of Infectious  Disaese  Epidemiology, @ Imperial  College  London.
(http://eburst.mlst.net/). Los datos se obtuvieron de la base de datos de MLST del complejo
Burkholderia cepacia (http://pubmlst.org/bcc/).
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3.8 Estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos de los aislados del complejo Burkholderia

cepacia.

El estudio de sensibilidad a los antimicrobianos se realizé mediante la técnica de disco
difusion. Se siguieron las recomendaciones de Clinical and Laboratory Standars Institute, 18th
informational suplement (CLSI) y para ello se emplearon placas de agar Muller Hinton (Anexo
1) (189). En total se determind la sensibilidad a seis antibidticos utilizados en el tratamiento de
la infeccién de vias respiratorias por Bcc; piperacilina-tazobactam, ceftazidima, meropenem,
doxiciclina, trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina. La interpretacién de los resultados se

realizd segln los puntos de corte establecidos por el CLSI (189).

3.8.1 Seleccion de aislados para el estudio de sensibilidad

Se estudid la sensibilidad a todos los aislados (63) de Bcc obtenidos tras el cultivo de

esputos de pacientes con FQ entre enero de 2010 y diciembre de 2012.

3.8.2 Antibiograma

Por cada aislado bacteriano se realizé el siguiente procedimiento.

Procedimiento

-Sembrar por agotamiento en agar usual la bacteria a estudiar, e incubar a 37 2C
durante aproximadamente 24h.

-Seleccionar 3-4 colonias y resuspender en suero salino al 4 % (Anexo 1).

-Preparar una suspension bacteriana a 0.5 McFarland en suero salino al 8.5%
(Anexo 1) con el densitémetro (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France; ref 99234).
-Sembrar uniformemente y en tres direcciones mediante un hisopo estéril la placa
de Muller Hinton (Anexo 1).

-Afiadir los antibidticos (Tabla 11).

‘Incubar las placas durante 24 h a 37 °C.
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Tabla 11. Antibidticos utilizados en el estudio.

- Contenido del disco Referencia*
Antibidtico
Piperacilina-tazobactam 100/10 pg 77412 N
Ceftazidima 30 ug 64012
Meropenem 10 ug 64312
Doxiciclina 30 ug 63012
Trimetoprim-sulfametoxazol 1.25/23.75 ug 62212
Ciprofloxacina 5ug 60812

*Todos los antibidticos fueron suministrados por la casa comercial Rosco Diagnostica
(Taastrup, Dinamarca).

3.8.3. Interpretacion del antibiograma

Para la interpretacién del antibiograma se siguieron los criterios de CLSI para Bcc. Para
los antibidticos piperacilina-tazobactam y ciprofloxacina se siguieron las indicaciones del CLSI
para Pseudomonas aeruginosa (189). En la tabla 12 se detallan las recomendaciones para la

interpretacion de los antibiogramas segun el diametro del halo obtenido.

Tabla 12. Puntos de corte para la interpretacion de los antibiogramas Bcc mediante la técnica
de disco difusion. Tabla adaptada de CLSI. (189).

Halo (mm)

Antibidtico R I S
Piperacilina-tazobactam* <17 - 218
Ceftazidima <17 18-20 =221
Meropenem <15 16-19 220
Doxiciclina <14 15-18 219
Trimetoprim-sulfametoxazol <10 11-15 =19
Ciprofloxacina* <15 16-20 221

*Datos extraidos de la interpretacion del antibiograma de P. aeruginosa.
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3.9 Evaluacion de la capacidad de formar biofilm de aislados pertenecientes al complejo

Burkholderia cepacia obtenidos de esputos de pacientes con fibrosis quistica.

Para este estudio se utilizaron todos los aislados de Bcc utilizados en el estudio de
clonalidad. EI método empleado para cuantificar la formacién de biofilm fue el descrito por
Christansen et al. 1985, incluyendo las modificaciones descritas posteriormente por Mulet et

al. 2013 con ligeras variaciones y que se detalla a continuacién (190,191).

3.9.1 Estandarizacion de la metodologia para realizar el estudio in vitro de evaluacion de

la capacidad de formar biofilm.

Para la puesta a punto de esta metodologia se utilizaron las cepas Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984, con gran capacidad para formar biofilm y Staphylococcus epidermidis
ATCC 1228, considerada como cepa no formadora de biofilm (192). Ademas se incluyd la cepa
Burkholderia cepacia ATCC 17759 utilizada anteriormente en estudios similares con el objetivo

de validar el procedimiento realizado (193,194).

3.9.1.1 Formacion del Biofilm

-Sembrar las muestras a estudiar por agotamiento en agar usual e incubar a 372C en
aerobiosis durante aproximadamente 24h.

-Seleccionar una colonia y resuspenderla en 10 ml de TSB (Anexo 1).

-Hacer crecer el cultivo ON a 37 2Cy en agitacion a 120 rpm.

-Ajustar la densidad bacteriana de los cultivos a una absorbancia de 0.1 nm a una
longitud de onda de 640 en el espectrofotdmetro (UV-1700, Shimadzu, Kyoto, Japan).
-Afiadir 100 pl de los respectivos cultivos a los pocillos de una placa de cloruro de
polivinilo (PVC) de 96 pocillos (Deltalab, Rubi, Espafia; ref 143022).

-Realizar hasta ocho replicas por cada muestra a estudiar en la misma placa. Incorporar
un control interno (B), que solo contenga TSB estéril con el objetivo de determinar si se
ha producido alguna contaminacion.

‘Incubar la placa con los respectivos cultivos a 372C sin agitacion durante 24 h.
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3.9.1.2 Tincidn con cristal violeta.

- Pasadas las 24h de incubacion descartar el cultivo sumergiendo la placa en agua
destilada.

-Afiadir a cada pocillo 400 pl de PBS (Anexo 1) y posteriormente descartarlo.

- Repetir tres veces el apartado anterior, para eliminar las bacterias en suspensién no
adheridas al biofilm.

- Dejar secar la placa a temperatura ambiente al menos 45 minutos.

-Afiadir a cada pocillo 125 pl de cristal violeta (CV) al 0.1% (Anexo 1).

-Dejar en reposo durante 10 min con el CV con el objetivo de que las bacterias
adheridas a la placa sean tefiidas.

- Sumergir la placa en una cubeta con agua destilada tres veces consecutivas, con el fin
de descartar el exceso de CV no adherido a las bacterias que forman el biofilm.

-Dejar secar las placas a temperatura ambiente al menos 45 minutos.

3.9.1.3 Resuspension de las bacterias formadoras del biofilm.

-Afiadir a cada pocillo 200 ul de acido acético al 30 % (Anexo 1) con el fin de

resuspender las bacterias tefiidas con CV y adheridas a la placa formando el biofilm.
3.9.1.4 Cuantificacion del biofilm.

‘De los 200 ul que se encuentran en cada pocillo de la placa, transferir 125 ul de la
suspension de bacterias a una nueva placa de 96 pocillos.

Leer la absorbancia de la suspension a 595 nm con el espectrofotémetro (Epoch

Microplate Spectrophotometer, Biotek, Vermont, USA).

Con el objetivo de eliminar el ruido de fondo que pueda producirse al leer las

absorbancias con el CV, se restd la media obtenida entre los valores del control interno a todos

los valores obtenidos de las muestras evaluadas. El estudio de cuantificacion de biofilm se llevd

a cabo por triplicado, en tres tiempos diferentes.
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3.9.2 Determinar de la capacidad de formar biofilm in vitro de los aislados de Bcc

obtenidos de pacientes con fibrosis quistica entre 2010 y 2012.

Se estudid la capacidad de formar biofilm de los aislados incluidos en el estudio de

clonalidad por PFGE, para ello se desarrollé el procedimiento descrito en el apartado anterior.

En cada placa se estudid un maximo de nueve aislados diferentes. Se incluyeron 8
replicas de cada una de las cepas control a fin de determinar el buen funcionamiento de la
técnica. Asimismo también se introdujeron 8 replicas de TSB estéril como control interno de la

técnica. En la tabla 13 se detalla la distribucion que se utilizd para todo el estudio.

Tabla 13. Representacion de la distribucidn de las muestras y controles en las placas de 96 pocillos.

N, N, N, N, Ns Ne N, Ng No C+ c- B
N, N, N, N, Ns Ne N, Ng No C+ C- B
N, N, N, N, Ns Ne N, Ng No C+ C- B
N, N, N, N, Ns Ne N, Ng N, c+ C- B
N, N, N, N, Ns Ne N, Ng N, c+ C- B
N, N, N, N, Ns Ne N, Ng N, c+ C- B
N, N, N, N, Ns Ne N, Ng No C+ C- B
N, N, N, N, Ns Ne N, Ng No C+ C- B

N,, numero de aislados maximos a estudiar en una placa. C+, corresponde a las muestras de la cepa
control S. epidermidis ATCC 35984 con capacidad para formar biofilm. C-, corresponde a las muestras de
la cepa control S. epidermidis ATCC1228, no formadora de biofilm. B, control de esterilidad.

Para la cuantificacion del biofilm formado en cada pocillo, se resté el valor de la
absorbancia media obtenida de los pocillos que Unicamente contenian el medio de cultivo
(TSB) a los valores de absorbancia obtenidos de los pocillos con crecimiento bacteriano. Se
realizaron tres replicas de este procedimiento en tiempos diferentes, para cada aislado a

estudiar.

3.9.3 Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realizd mediante el programa informatico IBM SPSS Statistics v

19 (IBM, Armonk, New York, USA).
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Una vez obtenidos todos los datos se realizd un estudio descriptivo con el fin de
comprobar el cumplimento del supuestos de normalidad y homocedasticidad. Para ello se

utilizo el test estadistico Kolomogorov-Smirnov y el test de Levene.

En el caso de que los datos siguiesen ambos supuestos, se empled el test Anova y
Tukey para determinar la existencia o ausencia de diferencias significativas. Si los datos
cumplian el supuesto de normalidad pero no el de homocedasticidad se aplicd las pruebas
estadisticas de Welch y Games-Howell. Se considerd que existian diferencias estadisticamente

significativas siempre que el nivel de significacion fue inferior a 0.05 (p<0.05).

Cuando los datos obtenidos no siguieron estos supuestos se opté por la realizacion del
test no paramétrico Kruskal-Wallis para determinar si existian diferencias significativas entre
los datos obtenidos de las diferentes especies. Se considerd que existian diferencias

estadisticamente significativas siempre que el nivel de significacidn fue inferior a 0.05 (p<0.05).
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4. Resultados

4.1 Identificacion y estudio epidemiolégico de las especies del complejo Burkholderia

cepacia obtenidas de muestras respiratorias de pacientes con fibrosis quistica.

Entre enero de 2010 y diciembre de 2012 se estudiaron en el Servicio de Microbiologia
del Hospital Universitario Vall d’'Hebron las muestras de esputo de 302 pacientes con FQ
visitados en la Unidad de Fibrosis Quistica y Neumologia de éste hospital. En este transcurso
de tiempo en 16 pacientes (5,3%), se aisl6é alguna de las especies del complejo Burkholderia
cepacia. Once de estos pacientes (68,75%) eran adultos (> 18 afios) al inicio del estudio,
mientras que cinco (31,25%) pertenecian a la edad pediatrica (< 18 afos). Dos pacientes (L y
M) tenian un parentesco de primer grado. De los 16 pacientes se habian remitido 237
muestras de esputo para el estudio microbioldgico, de las cuales se aislé Bcc en 62 (26,2%). En
todos los casos, en cada cultivo realizado, se identificd una Unica morfologia de colonia de Bcc
en los medios de cultivo utilizados, excepto en un caso donde se observé la presencia de dos
morfologias diferentes. En total por tanto, se obtuvieron e incluyeron en el presente trabajo

63 aislados bacterianos pertenecientes al Bcc procedentes de 62 esputos.

Mediante la amplificacion, secuenciacién y posterior andlisis informatico de Ia
secuencia del gen recA se determind la especie de Bcc. En la tabla 14 se detallan todos los
resultados obtenidos. B. multivorans fue identificada en 25 aislados de 7 pacientes, B.
contaminans en 12 aislados de 6 pacientes, B. cepacia en 24 aislados de tres pacientes y B.

stabilis en dos aislados de un mismo paciente (Tabla 14).

Durante el periodo del estudio, en aquellos pacientes en los que Bcc se aislé en mas de
una muestra, se identificd la misma especie en todas las muestras remitidas de cada paciente,
respectivamente, exceptuando en un caso (paciente P). En este paciente, en los cuatro
primeros aislados (obtenidos entre septiembre 2010 y diciembre 2011, se identificé B.
contaminans, mientras que en los dos ultimos (obtenidos entre marzo 2012 y agosto 2012) se

identifico la B. stabilis (Tabla 14).
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Tabla 14. Tabla de los resultados obtenidos de la identificacion mediante la amplificaciéon y
secuenciacion del gen recA de los 63 aislados obtenidos de 16 pacientes con FQ.

Paciente Aislado Fecha Especie

BCC030 14/02/2011 B. multivorans

A BCC029 06/09/2011 B. multivorans
BCC054 11/01/2012 B. multivorans
BCCO11 28/01/2010 B. multivorans
BCCO13 15/07/2010 B. multivorans

B BCCO55 08/11/2010 B. multivorans
BCCO012 14/03/2011 B. multivorans
BCCO56 10/07/2011 B. multivorans

C BCCO01 01/12/2010 B. multivorans

b BCC020 04/02/2011 B. multivorans
BCCO052 05/10/2011 B. multivorans
BCC008 18/02/2010 B. multivorans

£ BCCO57 02/06/2010 B. multivorans
BCC009 25/09/2010 B. multivorans
BCCO10 30/06/2011 B. multivorans

F BCC049 25/09/2012 B. multivorans
BCC034 10/02/2010 B. multivorans
BCCO05 30/09/2010 B. multivorans
BCCO58 24/11/2010 B. multivorans

G BCCO06 23/03/2011 B. multivorans
BCCO59 05/05/2011 B. multivorans
BCCO035 07/03/2012 B. multivorans
BCCO036 07/03/2012 B. multivorans
BCC060 12/04/2012 B. multivorans
BCC044 11/08/2012 B. multivorans
BCC0O07 28/05/2010 B. cepacia

H BCCO61 02/08/2010 B. cepacia
BCCO51 04/12/2012 B. cepacia
BCC026 30/11/2010 B. cepacia
BCC027 20/02/2011 B. cepacia
BCC062 02/03/2011 B. cepacia
BCC028 14/04/2011 B. cepacia
BCC063 11/05/2011 B. cepacia

| BCCO33 22/02/2012 B. cepacia
BCCO64 03/04/2012 B. cepacia
BCCO65 17/04/2012 B. cepacia
BCCO37 27/04/2012 B. cepacia
BCCO38 16/05/2012 B. cepacia
BCCO41 30/07/2012 B. cepacia
BCC047 19/12/2012 B. cepacia
BCC018 14/09/2010 B. cepacia
BCCO066 30/11/2010 B. cepacia
BCCO53 02/03/2011 B. cepacia
BCCO67 17/03/2011 B. cepacia

J BCC068 06/04/2011 B. cepacia
BCC069 25/05/2011 B. cepacia
BCC032 14/03/2012 B. cepacia
BCC043 18/08/2012 B. cepacia
BCC048 19/12/2012 B. cepacia
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K BCC003 10/11/2010 B. contaminans
BCC004 09/02/2011 B. contaminans
L BCC022 28/05/2010 B. contaminans
BCC024 18/10/2010 B. contaminans
M BCC023 30/07/2010 B. contaminans
BCCO17 10/12/2010 B. contaminans
N BCC045 12/09/2012 B. contaminans
0 BCC050 05/10/2012 B. contaminans
BCCO15 08/09/2010 B. contaminans
BCCO16 25/05/2011 B. contaminans
p BCC025 16/10/2011 B. contaminans
BCCO070 09/12/2011 B. contaminans
BCC040 28/03/2012 B. stabilis
BCC042 14/08/2012 B. stabilis
Total 16 63

Teniendo en cuenta un aislado-especie por paciente, B. multivorans (43,8 %) fue la

especie mas prevalente, seguida de B. contaminans (37,5 %), B. cepacia (18,8 %) y B. stabilis

(6,3 %) (Tabla 15).

Tabla 15. Tabla resumen por especies de los resultados obtenidos de la identificacion mediante la
amplificacién y secuenciacidn del gen recA de todos los aislados estudiados, junto con las prevalencias

resultantes.

Especie Aislados Pacientes* Prevalencia

B. multivorans 25 7 43,8 %

B. cepacia 24 3 18,8 %

B. contaminans 12 6 37,5%

B. stabilis 2 1 6,3 %
Total 63 16

"En un mismo paciente de 6 aislados obtenidos 4 fueron identificados como B. contaminans'y 2 B.

stabilis.
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4.2 Identificacion de las especies del complejo Burkholderia cepacia mediante
espectrometria de masas por matrix assisted laser desorption ionization time of flight

(MALDI-ToF MS).

Se evalué la capacidad del sistema VITEK MS, (bioMérieux S.A.) junto con el programa
informatico VITEK MS IVD (versidén 2) y el sistema Daltonics Microflex LT (Bruker Daltonics
GmbH, Massachusetts, USA) con el programa informatico Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics
GmbH, Massachusetts, USA) para identificar los aislados pertenecientes al complejo
Burkholderia cepacia. Para este estudio se analizaron mediante VITEK MS IVD los 43 aislados
seleccionados para el estudio de clonalidad, y 10 aislados representativos de cada pulsotipos

obtenidos mediante Daltonics Microflex LT.

En la tabla 16 se detallan los resultados obtenidos de la identificacién mediante los dos
instrumentos MALDI-ToF junto con los resultados de la secuenciacién del gen recA. Todos los
aislados fueron identificados a nivel de género por ambos instrumentos. No obstante el
sistema VITEK MS solo identificd a nivel de especie 30 de los 43 aislados (69,8%), de los cuales
todos los aislados fueron identificados como B. multivorans y B. cepacia con un nivel de
confianza del 99,9%. Los otros 13 aislados (30,2%), fueron descritos de B. contaminans
anteriormente como B. contaminans (pulsotipo 1V) y B. stabilis (pulsotipo VIIl). En siete
aislados de B. contaminans (BCC022, BCC024, BCC023, BCCO017, BCCO50, BCCO15 y BCCO16)
MALDI-ToF VITEK MS determiné que los aislados podian ser de las especies B. vietnamiensis o
B. cepacia (49,9% de nivel de confianza cada uno); mientras que en dos aislados (BCC003 y
BCCO025) establecio a las especies B. vietnamiensis, B. cepacia y B. gladioli (33,3% de nivel de
confianza) como posibles identificaciones. Por el contrario los aislados BCCO04 y BCCO045
fueron identificados como B. cepacia (99,9% de nivel de confianza ambos). Finalmente los dos
aislados pertenecientes a B. stabilis (BCC040 y BCC042), VITEK MS establecid a las especies B.

cepacia y B. stabilis (49,9% de confianza) como posibles identificaciones (Tabla 16).

El sistema Daltonics Microflex LT identificd a nivel de especie los seis aislados de B.
multivorans, el aislado perteneciente a B. stabilis y a uno de los dos aislados pertenecientes a
B. cepacia (pulsotipo V). Sin embargo, el aislado perteneciente a B. contaminans (pulsotipo V)
y B. cepacia (pulsotipo IX), fueron identificados como B. cepacia y B. cenocepacia

respectivamente (Tabla 16).
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Tabla 16. Tabla resumen de la identificacién de Bcc mediante VITEK MS (43 aislados) y Daltonics
Microflex LT (10 aislados). En negro los aislados no identificados correctamente.

Daltonics
Pte* Pulsotipo Aislado Microflex LT VITEK MS (Nivel de confianza) recA

A BCC030 B. multivorans (99,9) B. multivorans
BCC029 B. multivorans (99,9) B. multivorans
Vi BCCO11 B. multivorans (99,9) B. multivorans
B BCCO012 . multivorans B. multivorans (99,9) B. multivorans
BCCO13 B. multivorans (99,9) B. multivorans
C Vi BCC0O01 . multivorans B. multivorans (99,9) B. multivorans
b X BCC020 . multivorans B. multivorans (99,9) B. multivorans
BCC052 B. multivorans (99,9) B. multivorans
BCC008 B. multivorans (99,9) B. multivorans
E | BCC009 B. multivorans (99.9) B. multivorans
BCCO10 . multivorans B. multivorans (99,9) B. multivorans
F I BCC049 . multivorans B. multivorans (99,9) B. multivorans
BCC005 B. multivorans (99,9) B. multivorans
BCC006 . multivorans B. multivorans (99,9) B. multivorans
G " BCC035 B. multivorans (99,9) B. multivorans
BCC036 B. multivorans (99,9) B. multivorans
BCC034 B. multivorans (99,9) B. multivorans
BCC044 B. multivorans (99,9) B. multivorans

H X BCCO007 B. cepacia (99,9) B. cepacia

BCCO51 B. cenocepacia B. cepacia (99,9) B. cepacia

BCCO026 B. cepacia (99,9) B. cepacia

BCCO028 B. cepacia (99,9) B. cepacia

BCCO33 B. cepacia B. cepacia (99,9) B. cepacia

BCCO41 B. cepacia (99,9) B. cepacia

BCC047 B. cepacia (99,9) B. cepacia

v BCCO18 B. cepacia (99,9) B. cepacia

BCCO032 B. cepacia (99,9) B. cepacia

J BCC043 B. cepacia (99,9) B. cepacia

BCC048 B. cepacia (99,9) B. cepacia

BCCO53 B. cepacia (99,9) B. cepacia

B. vietnamiensis (33,3 .
K BCCO03 B. cepacia (33,3)/ B. gl(adiol)i/(33,3) B. contaminans
BCC004 B. cepacia B. contaminans
L BCC022 B. vietnamiensis (49,9)/ B. cepacia (49,9) B. contaminans
BCC024 B. vietnamiensis (49,9)/ B. cepacia (49,9) B. contaminans
M BCC023 B. vietnamiensis (49,9)/ B. cepacia (49,9) B. contaminans
v BCCO17 B. vietnamiensis (49,9)/ B. cepacia (49,9) B. contaminans
N BCCO045 B. cepacia B. cepacia (99,9) B. contaminans
0] BCCO50 B. vietnamiensis (49,9)/ B. cepacia (49,9) B. contaminans
BCCO15 B. vietnamiensis (49,9)/ B. cepacia (49,9) B. contaminans
BCCO16 B. vietnamiensis (49,9)/ B. cepacia (49,9) B. contaminans
B. vietnamiensis (33,3 ,

P BCC025 B. cepacia (33,3)/ B. gl(adiol)i/(33,3) B. contaminans

vill BCC040 B. cepacia (49,9)/ B. stabilis (49,9) B. stabilis

BCC042 B. stabilis B. cepacia (49,9)/ B. stabilis (49,9) B. stabilis

*Pte; paciente.
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4.3 Estudio de la relacion clonal de los aislados de Bcc obtenidos de pacientes con FQ.

A fin de determinar qué relacion clonal tenian las cepas de Bcc aisladas en pacientes
con FQ se realizd un estudio de macrorestriccion de todo el genoma de cada aislado
bacteriano utlizando las enzimas Xbal y Spel. En la figura 15 se muestra un conjunto de
aislados de Bcc que han sido sometidos a macrorestriccion con cada una de las enzimas

comentadas y posterior electroforesis por campo pulsante (PFGE).

Figura 15. A, imagen del resultado de la macrorestriccién con la enzima Xbal de aislados de Bcc. B,
Imagen del resultado de la macrorestriccion con la enzima Spel. M, corresponde a los marcadores de
peso molecular.
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El numero de fragmentos de restriccion obtenidos mediante la enzima Spel (15,9 +
2,29) es menor que el obtenido por la enzima Xbal (24,1+2,64). Se optd por el uso de la enzima

Spel para establecer la relacidn clonal de los aislados estudiados.

Siguiendo los criterios de inclusidn, sefialados en la seccidon de material y métodos,
para este estudio se seleccionaron 43 aislados de los 16 pacientes con FQ que estaban
colonizados o infectados por Bcc. Se considerd que los aislados eran clonales cuando el
coeficiente de similitud fue 280%. El resultado final del estudio de clonalidad se muestra en la

figura 16 en la que se representa el dendograma final de todos los aislados estudiados.

En total, de los 43 aislados seleccionados de los 16 pacientes en los que se aisld Bcg, se
obtuvieron un total de 10 pulsotipos diferentes. En aquellos pacientes en los que habia mas

de un aislado de una misma especie, todos ellos pertenecian a un mismo pulsotipo.

En cuanto a los pacientes colonizados o infectados por B. multivorans, el clon
identificado en cada uno de ellos era diferente al de los demas (pulsotipos; I-lll, VI, VIl y X),
excepto el que se encontrd en dos pacientes (A y B, pulsotipo VI). B. cepacia se identifico en
tres pacientes (I, J y H) de los cuales dos compartia el mismo clon (pacientes | y J; pulsotipo IX),
mientras que el aislado del tercer paciente (H) pertenecia a un pulsotipo diferente (pulsotipo

1X).

El resultado de la macrorestriccion de los aislados pertenecientes a la especie B.
contaminans revelé que todos ellos pertenecian a un mismo clon (pulso tipo IV). Finalmente
los dos Unicos aislados de B. stabilis obtenidos de un mismo paciente eran clonales entre si

(pulsotipo VIII) (Figura 16 y Tabla 17).
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Figura 16. Dendograma obtenido a partir del perfil de restriccion del DNA mediante la enzima Spel de cada uno de
los 43 aislados. Las aislados se consideraron clonales cuando el coeficiente de similitud fue >80%.* Pte; paciente.
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Tabla 17. Resumen del resultado del estudio de clonalidad de los 43 aislados de Bcc estudiados por

paciente.

Total

Paciente Bcc Aislados Pulso tipo
A B. multivorans 2 Vi
B B. multivorans 3 \
C B. multivorans 1 Vi
D B. multivorans 2 X
E B. multivorans 3 I
F B. multivorans 1 Il
G B. multivorans 6 1]
H B. cepacia 2 IX
| B. cepacia 5 \'
J B. cepacia 5 Vv
K B. contaminans 2 IV
L B. contaminans 2 1\
M B. contaminans 2 IV
N B. contaminans 1 \Y)
o B. contaminans 1 Y
p B. contaminans 3 \Y

B. stabilis 2 VIl
16 43

89



Resultados

4.4 Multi locus sequence typing (MLST).

Dado que el estudio de macrorestriccion revelé que todos los aislados de las especies
de Bcc obtenidos de las muestras de esputo de cada paciente eran clonales entre si, para el
estudio de MLST se seleccionaron un total de 17 cepas; es decir, una cepa por paciente, a
excepcion del paciente P del cual se estudié una cepa de cada una las dos especies

identificadas.

4.4.1 Distribucidn de los ST de Bcc entre los pacientes con FQ del Hospital Vall d’Hebron.
Cada pulsotipo identificado mediante el estudio de PFGE correspondié a un secuencio-
tipo (ST) diferente (Tabla 18). Los ST identificados fueron el ST17, ST450, ST723, ST724, ST725
y ST814, en B. multivorans, los ST9 y ST726 en B. cepacia, el ST482 en B. contaminans y ST51
en B. stabilis. De los 17 ST hallados, 5 se describieron por primera vez en este estudio; el

ST723,ST724,ST725 y ST814) en B. multivorans y el ST726 en B. cepacia (Tabla 18).

Tabla 18. Resumen de los perfiles alélicos obtenidos junto con los pulso tipos del estudio PFGE.

Paciente Cepa Bcc Perfil alélico

PFGE tipo ST atpD gltB gyrB recA lepA phaC trpB

A BCC029 B. multivorans Vi 725 7 50 532 158 7 9% 5
B BCCO13 B. multivorans \4 725 7 50 532 158 7 9% 5
C BCCOO1 B multivorans VI 17 97 50 4 79 37 63 55
D BCC020 B. multivorans X 450 220 205 170 237 276 35 67

E BCCO10 B. multivorans [ 724 7 50 531 158 7 96 5

F BCCO49 B. multivorans Il 814 7 50 532 141 7 9% 5
G BCCOO6 B multivorans Il 723 10 50 285 81 137 35 362
H Bccoo7 B cepacia IX 9 91 93 9 103 42 1 21

[ BCCO26  B. cepacia \ 726 2 354 533 2 1 62 48
J Bcco18 B cepacia \ 726 2 354 533 2 1 62 48
K BCCO04 B. contaminans vV 482 151 192 245 152 158 173 151

L BCC022 B. contaminans v 482 151 192 245 152 158 173 151
M BCC023 B. contaminans vV 482 151 192 245 152 158 173 151
N BCCO45 B. contaminans v 482 151 192 245 152 158 173 151

0 BCCO50 B. contaminans vV 482 151 192 245 152 158 173 151
px  BCCO25 B. contaminans v 482 151 192 245 152 158 173 151
BCCO40 B stabilis Vil 51 26 18 42 21 70 10 16

Total 16 17

*Al paciente P se analizaron dos muestras por cada uno de los pulsotipos descritos anteriormente en el
PFGE. Los numeros en negrita sefalan aquellos secuenciotipos descritos por primera vez en este
estudio.
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4.5 Relacion epidemioldgica de los distintos ST.

Una buena manera para estudiar la relacién de los distintos ST obtenidos mediante
MLST es la realizacidn del algoritmo BURST. Normalmente se representan las relaciones entre
los aislados de una misma especie bacteriana mediante dendogramas, sin embargo estos
modelos proporcionan una escasa informacion con aislados de genotipos muy similares
ademas de que no es facil la interpretacion sobre la ascendencia o vias de ascendencia
evolutiva reciente. En cambio el algoritmo BURST permite establecer una relacién evolutiva
entre los aislados identificando cual de ellos es el secuenciotipo fundador, a partir del cual se
han ido sucediendo los diferentes ST. En general los aislados de un mismo ST no se
diferenciaban pero con el paso del tiempo es probable que alguno de ellos adquiriera alguna
mutacion en alguno de los siete locis del MLST convirtiéndose este supuesto aislado en un ST
diferente al original denominado single locus variant (SLV). Probablemente si se produce una
mayor diversificacién alguno de los ST diferird en dos loci de los siete respecto al ST fundador
que pasara a denominarse doble locus variant (DLV) y asi sucesivamente. En consecuencia
probablemente el ST fundador sera aquel que tenga un mayor nimero de SLV. Por el contrario
puede darse que algin ST en concreto no pueda ser relacionado con otro, o en su caso con

algun grupo o complejo clonal (CC), estos ST aislados se denominan singletons (195,196).

A fecha de 26 Agosto 2015 se han descrito un total de 913 secuenciotipos diferentes
en el complejo Burkholderia cepacia. En general los secuenciotipos diferentes que se
encuentran en mayor numero son los que pertenecen a las especies B. cenocepacia y B.
multivorans, 214 y 179 respectivamente. Mientras que especies como B. cepacia, con 56
secuenciotipos y B. stabilis junto con B. contaminans con 21 secuenciotipos descritos hasta

este momento se encuentran en menor numero.

En la figura 17 se representa el diagrama obtenido a partir del algoritmo BURST de
todos los ST de la especie B. multivorans. En la figura se puede apreciar un elevado nimero de
singletons entre los que se encuentran los ST descritos en este estudio ST17, ST450 y ST723.
Por el contrario los otros tres ST descritos por primera vez en este estudio, si que tienen
alguna relacién clonal formando un pequefio CC, en el cual el ST725 tiene dos SLV,
correspondientes a los ST724 y ST814. También puede observarse la presencia de dos CC en

los cuales ST375 y ST739 son los secuenciotipos fundadores.
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Figura 17. Representacion del algoritmo BURST de todos los secuenciotipos descritos de la especie B. multivorans. En circulo rojo se determinan los ST descritos en este
estudio (ST17, ST450, ST723, ST724, ST725 y ST814).
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Referente a los ST pertenecientes a la especie B. contaminans, solo nueve tienen algun
tipo de relacién clonal. En concreto se distingue un complejo clonal en el cual el ST482,
descrito en este estudio, es el fundador a partir del cual se han ido sucediendo los cuatro SLV

(ST286, ST637, ST 716 y ST771) que posee (Figura 18).
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Figura 18. Representacion del algoritmo BURST de todos los secuenciotipos descritos de la especie B.
contaminans. En circulo rojo se determinan el ST descrito en este estudio (ST482).

En la figura 19 se representan los 56 ST descritos hasta el momento de la especie B.
cepacia. La representacion del algoritmo BURST muestra que la mayoria de ST son singletons, y
por tanto no tienen relacidn clonal entre ellos. Los secuenciotipos B. cepacia descritos en este
estudio el ST726 es un singleton, no establece ninguna relacién clonal, mientras que el ST9

tiene un SLV que corresponde al ST838.
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Figura 19. Representacion del algoritmo BURST de todos los secuenciotipos descritos del complejo Burkholderia cepacia. En circulo rojo se determinan los ST descritos en
este estudio (ST9, ST17, ST51, ST723, ST724, ST725, ST726 y ST814).
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En la figura 20 se representan los 21 ST descritos hasta el momento de la especie B.
stabilis. Se observa un CC formado por cuatro ST diferentes, de los cuales los secuenciotipos

ST50, ST52 y ST521 son SLVs del ST51 fundador, descrito este ultimo en este estudio.
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Figura 20. Algoritmo BURST de todos los secuenciotipos descritos de la especie B. stabilis. En circulo rojo
se determinan el ST descrito en este estudio (ST51).
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4.6. Estudio de la sensibilidad a antimicrobianos de los aislados del Bcc.

Para abordar este objetivo, se estudiaron los 63 aislados de 16 pacientes mediante la

técnica de disco difusién siguiendo las recomendaciones de Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI).

De los 63 aislados estudiados 43 fueron sensibles a meropenem (68,2%), 41 a
piperacilina-tazobactam (65,1%), 38 a ceftazidima (60,3%), 34 a doxiciclina (54,6%), 30 a
trimetoprim-sulfametoxazol (47,6%) y 17 a ciprofloxacina (26,9%) (Figura 21).

Sensibilidad a los antimicrobianos de los aislados
del Bcc
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Figura 21. Estudio de la sensibilidad antimicrobiana de 63 aislados obtenidos de 16 pacientes con FQ.
Piperacilina-tazobactam (PTZ), ceftazidima (CAZ), meropenem (MER), doxiciclina (DOX), trimetoprim-
sulfametoxazol (SXT) y ciprofloxacina (CIP).

En la tabla 19 se exponen los resultados obtenidos de los 63 aislados estudiados junto
con el porcentaje de sensibilidad de los aislados por paciente. Los pacientes colonizados o
infectados por B. multivorans, del paciente A los 3 aislados fueron sensibles a meropenem. Los
dos primeros aislados fueron resistentes a piperacilina-tazobactam, ceftazidima, doxiciclina,
trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina. Por el contrario el ultimo aislado fue sensible a

doxiciclina. Los cinco aislados del paciente B fueron sensibles a doxiciclina y resistentes a
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meropenem, trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina. Del paciente E todos los aislados
fueron sensibles a piperacilina-tazobactam, meropenem y doxiciclina, en cambio todos fueron
resistentes a trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina. Solo dos aislados fueron sensibles a
ceftazidima. En cuanto al paciente G de los nueve aislados obtenidos todos fueron sensibles a
doxiciclina. Dos aislados de este paciente obtenidos de una misma muestra de esputo
mostraron un perfil de sensibilidad diferente; ambos aislados fueron sensibles a doxiciclina y
resistentes a meropenem y ciprofloxacina, por el contrario difirieron en la sensibilidad a

trimetoprim-sulfametoxazol, piperacilina-tazobactam y ceftazidima.

Los pacientes colonizados o infectados por B. cepacia, del paciente H se obtuvieron 3
aislados entre mayo 2010 y diciembre 2012, los dos primeros fueron sensibles a piperacilina-
tazobactam, ceftazidima y meropenem vy resistentes a doxiciclina, trimetoprim-sulfametoxazol
y ciprofloxacina. Por el contrario el ultimo aislado fue resistente a todos los antimicrobianos.
De los 12 aislados del paciente | todos fueron sensibles a piperacilina-tazobactam y
meropenem. Sin embargo el ultimo aislado fue resistente a todos los antimicrobianos. Los 10
aislados del paciente J fueron los aislados que mostraron unos mayores niveles de resistencia,
de los cuales cuatro fueron resistentes a todos los antimicrobianos; todos los aislados fueron

resistentes a doxiciclina.

Los pacientes colonizados o infectados por B. contaminans, los dos aislados obtenidos
del paciente K fueron sensibles a piperacilina-tazobactam, ceftazidima y meropenem y
resistentes a ciprofloxacina; uno de ellos fue resistente a doxiciclina y trimetoprim-
sulfametoxazol mientras que el restante fue sensible a estos antimicrobianos. En cuanto al
paciente L se obtuvieron dos aislados, el primero fue sensible a todos los antimicrobianos
mientras que el segundo fue resistente a ceftazidima, doxiciclina y ciprofloxacina. Referente al
paciente M el primer aislado fue sensible a todos los antimicrobianos y el segundo fue
resistente a doxiciclina y trimetoprim-sulfametoxazol. Del paciente P se obtuvieron seis
aislados, los cuator priemros pertenecian a B. contaminans mientras que los dos ultimos a B.
stabilis. El primer de ellos fue sensible a todos los antimicrobianos, por el contrario los cuatro
ultimos fueron resistentes a ciprofloxacina; todos los aislados de este paciente fueron
sensibles a piperacilina-tazobactam, ceftazidima, meropenem y trimetoprim-sulfametoxazol.
Finalmente del paciente D sus dos aislados tuvieron el mismo patron de resistencia siendo

ambos resistentes a ciprofloxacina (Tabla 19).
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Tabla 19. Distribucion de los aislados de complejo Burkholderia cepacia obtenidos de 16 pacientes con
FQ, fecha de la obtencién de la muestra con el patron de resistencia.

Paciente Cepa Fecha Bcc especie PTZ CAZ MER DOX SXT CIP
BCCO30 14/02/2011  B. multivorans R S R R R
A BCC029 06/09/2011 B. multivorans R S R R R
BCC054 11/01/2012 B. multivorans R R S S R R
Sensibilidad 3 0% 0% 100% 33,3% 0% 0%
BCCO11 28/01/2010 B. multivorans R R R S R R
BCCO13  15/07/2010 B. multivorans S S | S R R
B BCCO55 08/11/2010  B. multivorans S S R S R R
BCCO012 14/03/2011 B. multivorans R R R S R R
BCCO56 10/07/2011 B. multivorans R R R S R R
Sensibilidad 5 40% 40% 0% 100% 0% 0%
BCCO08 18/02/2010  B. multivorans S R S S R R
BCCO57 02/06/2010 B. multivorans S S S S R R
E BCCO09 25/09/2010  B. multivorans S R S S R R
BCCO10 30/06/2011  B. multivorans S S S S R R
Sensibilidad 4 100% 50% 100% 100% 0% 0%
BCCO034  10/02/2010 B. multivorans S S S S S |
BCCO05  30/09/2010 B. multivorans R S S S S S
BCCO58  24/11/2010 B. multivorans R R R S S S
BCCO0O6  23/03/2011 B. multivorans S S S S S S
G BCCO59  05/05/2011 B. multivorans R R | S S S
BCC035 07/03/2012  B. multivorans R R R S S |
BCCO36 07/03/2012  B. multivorans S S R S R R
BCCO60 12/04/2012  B. multivorans S S S S S S
BCC044 11/08/2012  B. multivorans S S S S S |
Sensibilidad 9 55,6% 66,7% 55,6% 100% 88,9% 55,6%
BCCOO7  28/05/2010 B. cepacia S S S R R R
’ BCCO61 02/08/2010 B. cepacia S S S R R I
BCCO51 04/12/2012 B. cepacia R R R R R R
Sensibilidad 3 66,7% 66,7% 66,7% 0% 0% 0%
BCC026  30/11/2010 B. cepacia S S S S S S
BCC027 20/02/2011 B. cepacia S S S S S S
BCCO62 02/03/2011 B. cepacia S S S R S S
BCC028 14/04/2011 B. cepacia S S S S S S
BCCO63  11/05/2011 B. cepacia S | S | S |
BCC033 22/02/2012 B. cepacia S S S S R R
BCCO64  03/04/2012 B. cepacia S S S S R R
BCCO65 17/04/2012 B. cepacia S S S R R R
BCCO37  27/04/2012 B. cepacia S S S S S S
BCC038 16/05/2012 B. cepacia S S S S R R
BCCO41 30/07/2012 B. cepacia S S S R R R
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BCC047 19/12/2012 B. cepacia R R R R R R
Sensibilidad 12 91,7% 83,3% 91,7% 58,3% 50% 38,5%
BCCO018  14/09/2010 B. cepacia R R R R S R
BCCO66  30/11/2010 B. cepacia R R R R S R
BCCO53 02/03/2011 B. cepacia R R R R R R
BCCO67 17/03/2011 B. cepacia R R R R R R
| BCCO68 06/04/2011 B. cepacia R R S R R R
BCCO69  25/05/2011 B. cepacia S S S R R R
BCC032 14/03/2012 B. cepacia R R R R R R
BCC043 18/08/2012 B. cepacia R R R R R R
BCC048 19/12/2012 B. cepacia R R R R R S
Sensibilidad 10 11,1% 11,1% 22,2% 0% 22,2% 11,1%
BCCO0O3 10/11/2010 B. contaminans S S S R R R
K BCCO04 09/02/2011 B. contaminans S S S S S R
Sensibilidad 2 100% 100% 100% 50% 50% 0%
BCC022 28/05/2010 B. contaminans S S S S S S
L BCC024 18/10/2010 B. contaminans S R S R S |
Sensibilidad 2 100% 50% 100% 50% 100% 50%
BCC023 30/07/2010 B. contaminans S S S S S S
M BCCO017 10/12/2010 B. contaminans S S S R R S
Sensibilidad 2 100% 100% 100% 50% 50% 50%
BCCO015 08/09/2010 B. contaminans S S S S S S
BCCO16 25/05/2011 B. contaminans S S S R S S
BCC025 16/10/2011 B. contaminans S S S R S R
P BCCO70 09/12/2011 B. contaminans S S S S S R
BCC040 28/03/2012 B. stabilis S S S R S R
BCCO42  14/08/2012 B. stabilis S S S S S R
Sensibilidad 6 100% 100% 100% 50% 100% 33,3%
C BCCOO1 01/12/2010 B. multivorans S S S R S R
BCC020 04/02/2011 B. multivorans S S S S S R
D BCC052  05/10/2011 B. multivorans S S S S S R
Sensibilidad 3 100% 100% 100% 100% 100% 0%
F BCC049 25/09/2012  B. multivorans R R R R R R
N BCC045 12/09/2012 B. contaminans R R R R R |
0] BCCO50 05/10/2012  B. contaminans S S S R S S

Piperacilina-tazobactam (PTZ), ceftazidima (CAZ), meropenem (MER), doxiciclina (DOX), trimetoprim-
sulfametoxazol (SXT) y ciprofloxacina (CIP).
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4.6.1 Evolucion de la resistencia a antimicrobianos por parte de los clones de Bcc.

Con el fin de estudiar la evolucidn de la resistencia de los diferentes clones del Bcc, en
la tabla 20 se exponen los resultados obtenidos de la sensibilidad a antimicrobianos segun el

pulsotipo obtenido del estudio de clonalidad de los 43 aislados previamente seleccionados .

A continuacién se detallan los resultados de aquellos pulsotipos con mas de un aislado
estudiado. De la especie B. multivorans se analizd la resistencia a antimicrobianos de los

pulsotipo VI, I, lll y X (Tabla 20).

Del pulsotipo VI se analizaron los cinco aislados (BCC011, BCC013, BCC030, BCC012 y
BCC029), obtenidos entre enero 2010 y septiembre 2011, de los pacientes Ay B. Se observa
como la resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina se mantiene en todos los
aislados. El aislado BCCO13 fue sensible a piperacilina-tazobactam y ceftazidima, por el
contrario los otros aislados fueron resistentes. La sensibilidad a meropenem y doxiciclina fue

variable entre los aislados (Tabla20).

Del pulsotipo | se analizaron tres aislados (BCC008, BCCO9 y BCC010), obtenidos entre
febrero 2010 y junio 2011, del paciente E. Se determind como la resistencia a trimetoprim-
sulfametoxazol y ciprofloxacina, se mantiene entre todos los aislados. Los aislados BCC008 y
BCCO09 fueron resistentes a ceftazidima. Por el contrario todos los aislados fueron sensibles a

piperacilina-tazobactam, meropenem y doxiciclina (Tabla 20).

Del pulsotipo Il se analizaron seis aislados (BCC034, BCC005, BCC006, BCC035, BCCO36
y BCC044), obtenidos entre febrero 2010 y agosto 2012, del paciente G. Tres aislados, BCC035,
BCC036 y BCC044, obtenidos entre marzo y agosto de 2012 fueron resistentes a ciprofloxacina.

Todos los aislados fueron sensibles a doxiciclina (Tabla 20).

Del pulsotipo X se analizaron dos aislados (BCC020 y BCC052), obtenidos en febrero y
octubre 2011, del paciente D. Ambos aislados tuvieron el mismo patrén de resistencia siendo

solo resistentes a ciprofloxacina (Tabla20).

De la especie B. cepacia se analizé la resistencia a antimicrobianos de los pulsotipo IX y

V (Tabla 20).
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Del pulsotipo IX se analizaron dos aislados (BCCO07 y BCC051), obtenidos en mayo
2010 y diciembre 2012, del paciente H. Ambos aislados mostraron ser resistentes a doxiciclina,
trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina. El aislado, BCC007, obtenido en mayo 2010 fue
sensible a piperacilina-tazobactam, ceftazidima y meropenem; mientras que el aislado BCC051

fue resistente.

Del pulsotipo V se analizaron diez aislados (BCC018, BCC026, BCC053, BCC028, BCCO33,
BCC032, BCC0O41, BCCO43, BCC047 y BCC0O48), obtenidos entre septiembre 2010 y diciembre
2012, de los pacientes | y J. Dos aislados, BCC043 y BCC047 obtenidos entre agosto de 2012 y
diciembre 2012, fueron resistentes a todos los antimicrobianos. Los cinco aislados (BCC032,
BCC041, BCC043, BCCO47 y BCC0O48) obtenidos entre marzo 2012 y diciembre 2012 fueron
resistentes a doxiciclina. Seis aislados (BCC033, BCC032, BCC041, BCC043, BCC047 y BCC048)
obtenidos entre febrero 2012 vy diciembre 2012 fueron resistentes a trimetoprim-
sulfametoxazol. Cuatro aislados BCC033, BCC032, BCC041, BCC043 y BCC047 del mismo clon
obtenidos cronoldégicamente entre febrero y diciembre de 2012 fueron resistentes a

ciprofloxacina.

De la especie B. contaminans se analizé la resistencia a antimicrobianos del pulsotipo
IV (Tabla 20). Del pulsotipo IV se analizaron once aislados (BCC022, BCC023, BCC015, BCC024,
BCC003, BCC0O17, BCCO04, BCCO16, BCCO25, BCCO45 y BCCO50), obtenidos entre mayo de 2010
y octubre 2012, de los pacientes K, L, M, N, O y P. Cuatro aislados obtenidos entre mayo 2011
y octubre 2012 fueron resistentes a doxiciclina. Los aislados BCC024 y BCC45 fueron los Unicos
resistentes a ceftazidima. Diez de los once aislados fueron sensibles a piperacilina-tazobactam
y meropenem, solo el aislado BCC045 obtenido en septiembre de 2012 fue resistente a los
mencionados antimicrobianos. La sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina

fue dispar entre los aislados.

Finalmente de la especie B. stabilis se analizé la resistencia a antimicrobianos del
pulsotipo VIII (Tabla 20). Del pulsotipo VIII se analizaron dos aislados (BCC040 y BCC042),
obtenidos en marzo y agosto de 2012 respectivamente, del paciente P. Los dos aislados fueron
resistentes a ciprofloxacina. El aislado BCC040 fue resistente a doxiciclina, a diferencia del
aislado BCC042 que fue sensible. Los dos aislados fueron sensibles a piperacilina-tazobactam,

ceftazidima, meropenem y trimetoprim-sulfametoxazol.

101



Resultados

Tabla 20. Distribucién de los 43 aislados ordenados cronoldgicamente del complejo Burkholderia
cepacia segun el pulsotipo obtenido en el estudio de clonalidad, fecha de la obtencién de la muestra y
patron de resistencia.

Cepa Fecha Bccespecie  PTZ CAZ MER DOX SXT CIp Pulsotipo

BCCO11 28/01/2010 B. multivorans R R R S R R

BCCO013 15/07/2010 B. multivorans S S | S R R

BCCO30 14/02/2011 B. multivorans R R S R R R Vi
BCCO12 14/03/2011 B. multivorans R R R S R R

BCC029 06/09/2011 B. multivorans R R S R R R

BCCO08 18/02/2010 B. multivorans S R S S R R

BCCO09 25/09/2010 B. multivorans S R S S R R I
BCC010 30/06/2011 B. multivorans S S S S R R

BCC034 10/02/2010 B. multivorans S S S S S |

BCCOO5 30/09/2010 B. multivorans R S S S S S

BCCO06 23/03/2011 B. multivorans S S S S S S "
BCCO35 07/03/2012 B. multivorans R R R S S I

BCC036 07/03/2012 B. multivorans S S R S R R

BCC044 11/08/2012 B. multivorans S S S S S I

BCCOO1 01/12/2010 B.multivorans S S S R S R Vii
BCC 020 04/02/2011 B. multivorans S S S S S R X
BCC052 05/10/2011 B. multivorans S S S S S R

BCCO49 25/09/2012 B.multivorans R R R R R R Il
BCCO07 28/05/2010 B. cepacia S S S R R R X
BCCO51 04/12/2012 B. cepacia R R R R R R

BCCO18 14/09/2010 B. cepacia R R R R S R

BCC026 30/11/2010 B. cepacia S S S S S S

BCCO53 02/03/2011 B. cepacia R R R R R R

BCC028 14/04/2011 B. cepacia S S S S S S

BCC033 22/02/2012 B. cepacia S S S S R R v
BCC032 14/03/2012 B. cepacia R R R R R R

BCCO41 30/07/2012 B. cepacia S S S R R R

BCC043 18/08/2012 B. cepacia R R R R R R

BCC047 19/12/2012 B. cepacia R R R R R R

BCC048 19/12/2012 B. cepacia R R R R R S

BCC022 28/05/2010 B. contaminans S S S S S S

BCCO023 30/07/2010 B.contaminans S S S S S S

BCCO15 08/09/2010 B. contaminans S S S S S S

BCC024 18/10/2010 B. contaminans S R S R S I

BCCO03 10/11/2010 B. contaminans S S S R R R v
BCC017 10/12/2010 B.contaminans S S S R R S

BCCO04 09/02/2011 B. contaminans S S S S S R

BCCO016 25/05/2011 B.contaminans S S S R S S

BCC025 16/10/2011 B. contaminans S S S R S R
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BCCO45 12/09/2012 B. contaminans R R R R R I
BCCO50 05/10/2012 B. contaminans S S S R S S
BCC040 28/03/2012 B. stabilis S S S R S R vill
BCC042 14/08/2012 B. stabilis S S S S S R

Piperacilina-tazobactam (PTZ), ceftazidima (CAZ), meropenem (MER), doxiciclina (DOX), trimetoprim-
sulfametoxazol (SXT) y ciprofloxacina (CIP).
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4.6.2 Estudio de los perfiles de sensibilidad entre las distintas especies de Bcc

Para evaluar los diferentes perfiles de sensibilidad de las distintas especies del Bcc se
agruparon por especies los resultados obtenidos del estudio de sensibilidad a antimicrobianos

de los 63 aislados obtenidos de Bcc.

Los aislados obtenidos de B. contaminans el 91,7% fueron sensibles a meropenem y
piperacilina-tazobactam, el 83,3% a ceftazidima, el 75% a trimetoprim-sulfametoxazol, el
41,7% a doxiciclina y el 50% fueron sensibles a ciprofloxacina. Los aislados de B. multivorans
fueron sensibles a doxiciclina el 84%, el 60% a meropenem, el 56% a piperacilina-tazobactam,
el 52% a ceftazidima, el 44% a trimetoprim-sulfametoxazol y el 20% fue sensible a
ciprofloxacina. Por lo que respecta a los aislamientos de B. cepacia el 62,5% de fueron
sensibles a meropenem, el 58,3% a piperacilina-tazobactam, el 54,2% a ceftazidima, el 33,3% a
trimetoprim-sulfametoxazol, el 29,2% a doxiciclina y el 25% a ciprofloxacina. Finalmente las
dos aislamientos de B. stabilis fueron sensibles a meropenem, piperacilina-tazobactam,
ceftazidima y trimetoprim-sulfametoxazol; uno de ellos fue resistente a doxiciclina y ambas
fueron resistentes a ciprofloxacina (Tabla 21). En la figura 22 se exponen los resultados

graficamente.
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Figura 22. Sensibilidad antimicrobiana de los 63 aislados del Bcc agrupados por especie. Meropenem
(MER), piperacilina-tazobactam (PTZ), ceftazidima (CAZ), doxiciclina (DOX), trimetoprim-sulfametoxazol
(SXT) y ciprofloxacina (CIP).
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Tabla 21. Tabla resumen de los resultados obtenidos del estudio de sensibilidad a antimicrobianos de
los 63 aislados del Bcc agrupados por especie.

Porcentaje de sensibilidad

N2 aislados MER PTZ CAZ DOX SXT CIP
B. contaminans 12 11(91,7%) 11(91,7%) 10 (83,3%) 5 (41,7%) 9(75%) 6(50%)
B. multivorans 25 15(60%) 14 (56%) 13 (52%) 21(84%) 11 (44%) 5(20%)
B. cepacia 24 15(62,5%) 14(58,3%) 13(54,2%) 7(29,2%) 8(33,3%) 6(25%)
B. stabilis 2 2(100%)  2(100%)  2(100%)  1(50%) 2(100%) 0

Meropenem (MER), piperacilina-tazobactam (PTZ), ceftazidima (CAZ), doxiciclina (DOX), trimetoprim-
sulfametoxazol (SXT) y ciprofloxacina (CIP).
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4.7 Cuantificacion del biofilm formado por los aislados pertenecientes al complejo

Burkholderia cepacia obtenidos de muestras respiratorias de pacientes con FQ.

4.7.1 Estandarizacion de la metodologia para cuantificar in vitro el biofilm formado por

bacterias.

Para estandarizar la cuantificacién del biofilm, se emplearon las cepas de referencia S.
epidermidis ATCC 35984, con gran capacidad de formar biofilm, y S. epidermidis ATCC 1228
como no formadora de biofilm. También se incluyd la cepa B. cepacia ATCC17759 utilizada

anteriormente en estudios similares con el objetivo de validar el procedimiento realizado.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion del biofilm siguiendo la metodologia
sefalada mostraron que la cepa S. epidermidis ATCC 35984 fue la que presentd una mayor
capacidad de formar biofilm (absorbancia 3,512+0,08 a 595 nm) mientras que la cepa S.
epidermidis ATCC 1228 fue la que menor biofilm formé (absorbancia 0,056+0,029 a 595 nm).
En cuanto la cepa B. cepacia ATCC 17759, se obtuvo una absorbancia de 0,153+0,039 a 595 nm
(Figura 23).

Abs 595 nm

o L i S
B. cepacia ATCC 17759 C- C+
Cepa

Figura 23. Grafico donde se representa la cuantificacion del biofilm mediante la técnica de cristal violeta
de las cepas control. S. epidermidis ATCC 35984, C+; S. epidermidis ATCC 1228, C-y la B. cepacia ATCC
17759, aislado perteneciente al complejo Burkholderia cepacia evaluado en el estudio.

En la figura 24 se muestra el resultado final del proceso de cuantificacién de biofilm de
las cepas control. Como se puede observar, la tincidon con cristal violeta de las bacterias
adheridas al pocillo pone de manifiesto como la cepa control positivo S. epidermidis ATCC
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35984, muestra un color violeta mucho mas intenso que el de la cepa control negativo S.

epidermidis ATCC 1228.

Figura 24. Imagen del estudio de la cuantificacién de biofilm de las cepas control mediante la técnica de
cristal violeta. S. epidermidis ATCC 35984, C+; S. epidermidis ATCC 1228, C-; blanco, B; B. cepacia
ATCC17759, aislado perteneciente al complejo Burkholderia cepacia testado en el estudio.
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4.7.2 Determinar la capacidad de formar biofilm de los aislados del complejo Burkholderia

cepacia.

El estudio de la capacidad de formar biofilm de aislados del Bcc se realizé6 en 44
aislados. En la figura 25 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacidn realizada de
todos los aislados, en ninguno de ellos la absorbancia obtenida fue superior a los resultados

exhibidos por la cepa control S. epidermidis ATCC 35984 (3,512+0,08).

Los aislados con una absorbancia de 21,5 a 595nm se consideraron con gran capacidad
de formar biofilm, por el contrario aquellos aislados en los que la absorbancia fuera < 0,1 a
595nm se consideraron como no formadores de biofilm. Los aislados se consideraron como
formadores de biofilm si la cuantificacion de biofilm a 595 nm tenia un valor de absorbancia
superior 0,1 e inferior a 1,5. Segln los puntos de corte establecidos, tres aislados (6,8%)
BCCO10, BCCOO1 y BCCO35 (1,507+0,203; 1,91+0,232 y 2,45+0,567 a 595 nm,
respectivamente), mostraron una gran capacidad para formar biofilm. Cinco aislados (11,36%),
BCCO51, BCC018, BCCO045, BCC027 y BCC043 (0,04+0,045; 0,057+0,037; 0,066+0,097;
0,07540,032; y 0,082+0,034 respectivamente) se consideraron como no formadores de
biofilm. Los 36 aislados restantes se consideraron como formadores de biofilm (81,8%) (Figura

25).
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Cuantificacion de biofilm de todos los aislados de Bcc obtenidos de pacientes con FQ
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Figura 25. Grafica representativa de la cuantificacién del biofilm mediante la técnica de cristal violeta de aislados pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia de
pacientes con FQ. S. epidermidis ATCC 35984, C+; S. epidermidis ATCC 1228, C-; B. cepacia ATCC17759.
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La especie que mostréd una mayor cuantificacion de biofilm en sus aislados fue B.
multivorans (1,069+0,592) seguido de, B. contaminans (0,357+0,355), B. cepacia (0,236+0,301)
y B. stabilis (0,19+0,08). Los resultados obtenidos de cada especie mostraron que entre todas
ellas existieron diferencias significativas (p<0,05). A su vez ninguna especie se consideré como

no formadora de biofilm (Figura 26).

Cuantificacion de biofilm de todos los aislados segun la especie del Bcc
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T T T T
B. multivorans B. cepacia B. contaminans B. stabilis

Especie del Bcc

Figura 26. Diagrama de cajas de la cuantificacidon de biofilm de todos los aislados distribuidos por
especies. Los circulos representan los valores atipicos, los cuales se encuentran alejados 1,5 veces del
rango intercuartilico. Las estrellas representan los valores extremos, los cuales se encuentra alejados 3
veces o mas del rango intercuartilico.
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Al comparar la capacidad para formar biofilm a nivel intraespecie se observan
diferencias entre la capacidad de formar biofilm de los aislados de una misma especie (Figura
27). Entre los aislados de B. multivorans, tres aislados BCC010, BCCO01 y BCCO35 mostraron
una gran capacidad para formar biofilm (1,507+0,203; 1,91+0,232 y 2,45+0,567 a 595 nm,
respectivamente). Ningun aislado de B. multivorans fue considerado como no formador de
biofilm. No obstante, el aislado BCC0049 fue el que mostré una menor capacidad de formar

biofilm (0,192+0,09).

Ninguno de los aislados de B. cepacia exhibié una gran capacidad para formar biofilm.
Cuatro aislados de B. cepacia se consideraron como no formadores de biofilm, BCCO51,
BCC018, BCCO27 y BCC0O43 (0,04+0,045; 0,057+0,037; 0,075+0,032 y 0,082+0,034 a 595nm
respectivamente). Los diez aislados restantes se consideraron formadores de biofilm; el aislado
BCC0041 (0,887+0,257) fue el que mostrd la capacidad de formar biofilm mas elevada (Figura
27).

En ningun aislado de B. contaminans se cuantific6 una gran capacidad para formar
biofilm. Solo un aislado, BCC045 (0,066+0,097), se considero como no formador de biofilm.
Diez aislados de B. contaminans se consideraron formadores de biofilm. El aislado BCC017 fue

el que exhibié una capacidad mas elevada de formar biofilm (1,167+0,290) (Figura 27).

Finalmente entre los dos aislados de B. stabilis, BCCO40 y BCC042, se considerd que
ambos tenian capacidad para formar biofilm (0,180+0,07 y 0,214+0,073 respectivamente)
(Figura 27).
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Cuantificacion de biofilm de los aislados pertenecientes a B. multivorans Cuantificacién de biofilm de los aislados pertenecientes a B. cepacia
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Figura 27. Cuantificacion de biofilm de los distintos aislados agrupados por especie. Cuantificacién de biofilm de los aislados pertenecientes a; A, B. multivorans; B, B.

cepacia; C, B. contaminans; D, B. stabilis. Cada letra representa a cada uno de los 16 pacientes.
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A continuacién se detallan los resultados obtenidos entre los aislados de un mismo
paciente. En consecuencia se describen los resultados de los pacientes A, B, E, G, H, |, J,K, L, M
y P, los cuales se estudid la capacidad de formar biofilm en mas de un aislado (Figura 27 y

Tabla 22).

A los pacientes A, B, E y G, se estudid mds de un aislado de la especie B. multivorans.
Del paciente A se cuantificd la capacidad de formar biofilm de dos aislados BCC029 y BCC030
(0,695+£0,240 y 0,842+0,275 respectivamente), todos los aislados de este paciente fueron
formadores de biofilm. Se determinaron diferencias significativas entre los dos aislados

(p<0,05).

Del paciente B se estudid la capacidad de formar biofilm de tres aislados, BCCO11,
BCC012 y BCCO13 (0,629+0,235; 0,915+0,217 y 0,524+0,295 respectivamente) considerados
como formadores de biofilm. Se determind que existian diferencias significativas (p<0,05)
entre, los aislados BCCO11 y BCC012, y entre los aislados BCC012 y BCC13. Sin embargo entre
los aislados BCCO11 y BCCO13 no se determinaron diferencias significativas en la cuantificacion

de biofilm (p>0.05).

Del paciente E se estudid la capacidad de formar biofilm tres aislados, BCCO08, BCCO09 y
BCC010 (0,999+0,451; 1,01+0,200 y 1,507+0,203 respectivamente). El aislado BCC0010 tuvo
una gran capacidad de formar biofilm, mientras que los otros dos aislados se considerando
como formadores de biofilm. No se observaron diferencias significativas entre los aislados

BCC008 y BCCO09 (p>0.05), pero si con el aislado BCC010 (p<0,05).

Del paciente G se estudiaron seis aislados, BCC005, BCCO06, BCC035, BCC036, BCC034
y BCC044 (1,389+0,239; 0,983+0,148; 2,450+0,567; 1,302+0,356; 1,3310,459 y 1,221+0,215
respectivamente). El aislado BCCO35 tuvo una gran capacidad de formar biofilm, los demas
aislados se consideraron como formadores de biofilm, siendo el aislado BCCO06 el que mostrd
una menor capacidad de formar biofilm (0,98310,148). Ambos aislados BCC035 y BCC006
mostraron diferencias significativas con los demas aislados (p<0,05). No obstante, entre los
cuatro aislados restantes, BCC005, BCC006, BCC036, BCCO034 y BCCO44, no se observaron

diferencias significativas entre ellos (p>0.05).

A los pacientes H, | y J, se estudiéd mas de un aislado de la especie B. cepacia.
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Del paciente H, se determind la capacidad de formar biofilm de dos aislados, BCC007 y
BCCO51 (0,467+0,2 y 0,04+0,045 respectivamente). El aislado BCC0O51 se cualificé como no
formador de biofilm mientras que el BCCO07 se consideré como formador de biofilm. Entre

estos dos aislados existieron diferencias significativas en la cuantificacién de biofilm (p<0,05).

Del paciente | se estudiaron ocho aislados, BCC026, BCC027, BCC028, BCC033, BCCO37,
BCC038, BCCO41ly BCC047 (0,713+0.266; 0,075+0,032; 0,241+0,101; 0,278 + 0,130; 0,706 +
0,228; 0,361+0,163; 0,887+0,257 y 0,310+0,151 respectivamente). El aislado BCC027 se
determind como no formador de biofilm mientras que los demas se consideraron como
formadores de biofilm. Los aislados con mayor capacidad de formar biofilm BCC026, BCC037 y
BCCO041 no mostraron ninguna diferencia significativa (p>0,05) entre ellos pero si con los
demas cinco aislados (p<0,05). Los cuatro aislados BCC028, BCC033, BCCO38 y BCC047 no
mostraron diferencias significativas (p>0,05) entre ellos. Finalmente el aislado BCC027 mostro

diferencias significativas en la cuantificacion de biofilm con los otros aislados (p<0,05).

Del paciente J se analizé la capacidad de formar biofilm de 4 aislados; BCC018, BCC043,
BCC032 y BCC048 (0,057+0,037; 0,082+0,034; 0,136+0,08 y 0,111+0,087 respectivamente). Los
aislados BCC018 y BCC0O43, se consideraron como no formadores de biofilm, mientras que el
resto se consideraron como formadores de biofilm. Entre los aislados formadores de biofilm y
no formadores se determinaron diferencias significativas en la cuantificacion de biofilm
(p<0,05). En cambio en los aislados BCC0018 y BCC043 no se apreciaron diferencias
significativas en la capacidad de formar biofilm (p>0,05), de igual manera tampoco se

observaron diferencias significativas entre los aislados BCC032 y BCC048 (p>0,05).

A los pacientes K, L, M y P, se estudid mas de un aislado de la especie B. contaminans.
Del paciente K, se estudiaron dos aislados BCC003 y BCC004 (0,244+0,145 y 0,231+0,095)
considerados ambos formadores de biofilm y de los cuales no se obtuvieron diferencias

significativas (p>0,05).
El paciente L, del cual también se estudiaron dos aislados, BCC022 y BCC024

(0,64+0,038 y 0,554+0,176 respectivamente) se consideraron como formadores de biofilm,

aunque no se observaron diferencias significativas en la cuantificacidn de biofilm (p>0,05).
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Del paciente M se estudiaron dos asilados BCC023 y BCC017 (0,324+0,184 y 1,167+0,290),
ambos aislados se consideraron como formadores de biofilm y se determinaron diferencias

significativas en la cuantificacion de biofilm (p<0,05).

Los aislados pertenecientes a B. contaminans del paciente P; BCC015, BCC016 y
BCC025 (0,271+0,181; 0,378+0,224 y 0,246+0,101 respectivamente), se consideraron como
formadores de biofilm. El andlisis estadistico determind que no existian diferencias

significativas en la capacidad de formar biofilm de estos aislados (p>0,05).

Del pacientes P, también se obtuvieron dos aislados de B. stabilis. Los aislados BCC040
y BCC042 (0,180+0,07 y 0,214+0,073 respectivamente) se consideraron como formadores de
biofilm y se determind que existian diferencias significativas (p<0,05) en la capacidad de

formar biofilm.

De los resultados obtenidos de biofilm se decidié determinar si existian diferencias en

la cuantificacion de biofilm entre los pulsotipos de una misma especie.

De la especie B. multivorans se describieron seis pulsotipos diferentes (I, I, Ill, VI, VIl y
X). Se determind que no existieron diferencias significativas (p>0.05) entre los aislados de los
pulsotipos I y X, y, Il y X. Por el contrario si que existieron diferencias significativas (p<0,05)

entre los demas pulsotipos (lI, Ill, VI, V) (Tabla 22).

De la especie B. cepacia se describieron dos pulsotipos diferentes (V y Xl). En la

cuantificacion de biofilm los aislados de los dos pulsotipos no mostraron diferencias

significativas (p>0.05) (Tabla 22).
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Tabla 22. Resultados obtenidos de la cuantificacion de biofilm de los aislados estudiados mediante la
técnica de cristal violeta.
Paciente Aislado

Biofilm (M, £ SD)

Pulso tipo Especie de Bcc*

A

BCC029
BCCO30

0,695 + 0,240
0,842 + 0,275

BCCO11
BCCO12
BCCO13

0,629 + 0,235
0,915 +0,217
0,524 + 0,295

\

BCCO01

1,914 + 0,232

Vi

BCC020

1,233 +£0,248

BCCO08
BCCO09
BCCO10

0,999 + 0,451
1,01+ 0,200
1,507 £ 0,203

[ B. multivorans®

BCCO049

0,192 £ 0,09

BCCO05
BCCO06
BCCO35
BCCO36
BCCO34
BCCO044

1,389 +0,239
0,983 +0,148
2,450+ 0,567
1,302 + 0,356
1,33+0,459

1,221 +0,215

BCCO7
BCCO51

0,467 £0.2
0,04 + 0,045

BCCO26
BCCO27
BCCO028
BCCO33
BCCO37
BCCO38
BCCO41
BCC047

0,713 £ 0,266
0,075 + 0,032
0,241 +£0,101
0,278 £ 0,130
0,706 £ 0,228
0,361 +0,163
0,887 + 0,257
0,310+0,151

BCCO18
BCCO43
BCCO32
BCC048

0,057 + 0,037
0,082 + 0,034
0,136 + 0,08

0,111 + 0,087

. b
B. cepacia

BCCO03
BCCO04

0,244 + 0,145
0,231 + 0,095

BCCO22
BCC024

0,64 +£0,38
0,554 + 0,176

BCCO23
BCCO17

0,324 +£0,184
1,167 £ 0,290

BCCO45

0,066 + 0,097

BCCO50

0,590+ 0,182

BCCO15
BCCO16
BCCO25

0,271 +0,181
0,378 £0,224
0,246 + 0,101

v B. contaminans

BCCO40
BCCO42

0,180 + 0,07
0,214 + 0,073

VI B. stabilis

* Se determinaron diferencias estadisticamente significativas entre la capacidad de formar biofilm entre
las diferentes especies, p<0.05. ® Se determiné que entre los pulsotipos | y X; Ill y X, de B. multivorans no
existieron diferencias significativas, p>0.05; mientras que los otros pulsotipos de esta misma especie si
que reflejaron diferencias significativas, p<0,05. ® No se determinaron diferencias significativas entre los
pulso tipos IX y V pertenecientes a la especie B. cepacia, p>0.05.
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Finalmente se compard si los aislados de un mismo pulsotipo tienen la misma
capacidad de formar biofilm. Por ello se detallan los resultados obtenidos de los aislados de los

pulsotipo IV, Vy VI, los cuales engloban aislados de pacientes diferentes.

Del pulsotipo VI pertenecen cinco aislados de B. multivorans de los pacientes Ay B. Se
determind que no existian diferencias significativas entre los aislados BCCO30 y BCC012
(0,842+0,275 y 0,915+0,217 respectivamente) (p>0,05). Sin embargo estos dos aislados tenian
diferencias significativas (p<0,05) con los tres aislados que tuvieron una menor capacidad de
formar biofilm, BCC029, BCC011 y BCC013 (0,695+0,240; 0,629+0,235 y 0,524+0,295,
respectivamente). Entre estos ultimos aislados no se determind que existieran diferencias

significativas (p>0,05) (Figura 28).

Cuantificacion de biofilm de los aislados pertenecientes al pulsotipo VI
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Figura 28: Diagrama de cajas de la cuantificacién de biofilm de los aislados del pulsotipo VI. A,
corresponde a los aislados testados del paciente A; B, corresponde a los aislados testados del paciente
B.
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Entre todos los aislados del pulsotipo V, pertenecientes a la especie B. cepacia y a los
pacientes | y J, los aislados con mayor capacidad de formar biofilm fueron BCC026, BCC037 y
BCC041 (0,713+0,266; 0,706+ 0,228 y 0,887+0,257 respectivamente); no mostraron ninguna
diferencia significativa (p>0,05) entre ellos pero si con los demas nueve clones (p<0,05). Los
tres aislados en los cuales se obtuvo una menor cuantificacion, BCC027, BCC018 y BCC043
(0,075+£0,032; 0,057+0,037 y 0,082+0,034 respectivamente), se observd que las diferencias no
eran significativas (p>0,05). Los cuatro clones restantes, BCC028, BCC033, BCC038 y BCC047
(0,241£0,101; 0,278+0,130; 0,361+0,163 y 0,310+0,151 respectivamente) no mostraron
diferencias significativas (p>0,05) entre ellos excepto entre los aislados BCC028 y BCC047

(p<0,05) (Figura 29).

Cuantificacion de biofilm de los aislados pertenecientes al pulsotipo V
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Figura 29: Diagrama de cajas de la cuantificacion de biofilm de los aislados del pulsotipo V. |,
corresponde a los aislados estudiados del paciente I; J, corresponde a los aislados estudiados del
paciente J. Los circulos representan valores atipicos, los cuales se encuentran alejado 1,5 veces del

rango intercuartilico.
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Todos los aislados del pulsotipo IV son de la especie B. contaminans, y se obtuvieron
de los pacientes K, L, M, N, O y P. El aisaldo con una cuantificacién mayor biofilm es el BCC017
(1,167%0,290) el cual mostrd diferencias significativas en la capacidad de formar biofilm con los
otros aisaldos (p<0,05). Igualmente el aislado BCC045 (0,66+0,097), con una cuantificacion
menor de biofilm exhibié diferencias significativas con los demas aislados (p<0,05). Excepto
entre los aislados BCCO4 y BCCO016 (0,231+0,095 y 0,378+0,224 respectivamente) que
mostraron diferencias significativas (p<0,05); entre los aislados BCC003, BCC023, BCCO15,
BCC025 (0,244+0,145; 0,324+0,184; 0,271+0,181 y 0,246+0,101 respectivamente) y los
anteriomente mencionados BCC016 y BCCO04, no existieron diferencias significativas (p>0,05).
Mediante el analisis estadistico se pudo determinar que entre estos Ultimos aislados y los otros
cinco si que se encontraron diferencias significativas (p<0,05). Finalmente los otros tres
aislados BCC022, BCC024 y BCCO50 no mostraron diferencias significativas entre ellos (p>0,05)
pero si con los distintos aislados de este mismo pulsotipo (p<0,05), salvo el aislado BCC024 que

se mostro significativamente igual al aislado BCC016 (p>0,05) (Figura 30).

Cuantificacion de biofilm de los aislados pertenecientes al pulsotipo IV
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Figura 30: Diagrama de cajas de la cuantificacidon de biofilm de los aislados del pulsotipo IV. K,
corresponde a los aislados estudiados del paciente K; L, corresponde a los aislados estudiados del
paciente L; M, corresponde a los aislados estudiados del paciente M; N, corresponde al aislado
estudiado del paciente N; O, corresponde al aislado estudiados del paciente O; P, corresponde a los
aislados estudiados del paciente P. Los circulos representan valores atipicos, los cuales se encuentran
alejado 1,5 veces del rango intercuartilico.
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5. Discusion

5.1 Identificacidn y estudio epidemioldgico de las especies del complejo Burkholderia

cepacia en pacientes con fibrosis quistica.

El estudio realizado por Isles et al. en la década de los 80 fue uno de los primeros
estudios epidemiolégicos de Bcc el cual demostrd la importancia de este complejo de especies
en las infecciones respiratorias de los pacientes con FQ (21). A partir de este trabajo, se han
ido realizando multiples estudios en distintos paises; como Estados Unidos, Canada, Italia,
Francia y Portugal. Referente a Espafia, como se ha comentado en capitulos anteriores, no
existen muchos estudios, y en concreto en el caso de Catalufia no existe ningun trabajo
(108,109,197). Por ello el primer objetivo fue identificar qué especies del complejo

Burkholderia cepacia, colonizan o infectan mayoritariamente a los pacientes con FQ.

En este estudio la prevalencia de los pacientes colonizados o infectados por aislados
pertenecientes al Bcc entre pacientes con FQ fue del 5,3%. Estos datos se asemejan a los
estudios realizados en otros paises, que oscilan entre 2,6% y 17% de pacientes colonizados o
infectados (Tabla 23). Hay que tener en cuenta que entre estos trabajos existe una variabilidad
en el numero de pacientes estudiados; siendo una de las causas de estas diferencias. No
obstante, nuestros resultados reafirman la certeza de que las infecciones por Bcc no son las de
mayor nimero entre los pacientes con FQ; que en este caso corresponden a P. geruginosay S.

aureus (9).

Tabla 23. Tabla representativa donde se expone los datos de prevalencia del Bcc en pacientes con FQ de
diferentes paises.

Pais Prevalencia® Ref
EE.UU 2,80% (9)
Canada <5% (198)

Argentina 0,2-2,6% (110)
Reino Unido 3,60 % (199)

Portugal 7,20% (101)
Italia 7,50%  (200)
Espaiia 7,2 % (109)
Espafia 17,10% (162)
Estudio* 5,3%

® Prevalencia de las infecciones de Bcc entre pacientes con FQ.
* Datos extraidos del presente estudio.
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Mediante la identificacién molecular se determind que entre los pacientes de FQ la
especie con mayor prevalencia es B. multivorans 43,8% seguida de B. contaminans 37,5%, B.
cepacia 18,8% y B. stabilis 6,3% (Tablas 15 y 16; pag. 82). Actualmente B. multivorans y B.
cenocepacia son las especies con mayor prevalencia en EE.UU y Canada (17,31). Referente a
los estudios realizados en Europa, en el Reino Unido, Francia, Portugal e Italia, también

predominan las infecciones por B. cenocepacia y B. multivorans (101,103,104,200,201).

Esta distribucidon que se observa en la actualidad ha cambiado desde principios de este
siglo. En paises como el Reino Unido, EEUU y Canada, en los aifos 90 B. cenocepacia era la
especie mas prevalente seguida de B. multivorans (105,201,202). Sin embargo en Italia y
Portugal, B. cenocepacia continua siendo la especie mas prevalente; no obstante no hay
estudios a posteriori del 2002 (101,103,200). En paises del hemisferio sur como Australia y
Nueva Zelanda B. cenocepacia (45,7%) fue la especie mas predominante seguido por B.
multivorans (29,3%). Asimismo, en Brasil B. cenocepacia (67,8%) también fue la especie mas
prevalente seguida de B. vietnamiensis (15,2%) (107,203). En Argentina, un estudio determiné
que entre 2004 y 2010 las especies mas prevalentes fueron B. contaminans (57,6 %) seguida de

B. cenocepacia (15%)(110) (Tabla 24).

Tabla 24. Tabla comparativa de las especies de Bcc mas prevalentes en diferentes paises.

Pais Periodo® B. multivorans B. contaminans B. cepacia B. cenocepacia B. stabilis B. vietnamiensis B.lata Ref
EE.UU 97-07 37% ND 3% 31% ND 5% ND (12)
Canada 01-11 61,3% 1.6% 1,6% 22,6% - 11,3% - (202)
Francia 95-00 51,6% ND 0% 45,1% 1,3% 0,6% ND (104)
Portugal 95-02 9,8% ND 24,1% 48,2% 17% 0% ND  (101)
Italia 97-02 5% ND 8,3% 85,70% 0% 3,3% ND (103)
Italia 97-03 6,3% ND 7,7% 61,10% 6,30% 1% ND  (200)
Ausy NZ" 99-03 29,3% ND 11,20% 45,70% ND 5,2% ND (203)
Brasil 95-98 10,2% ND - 67,8% ND 15,2% ND  (107)
Argentina 04-10 6% 57,6% 7,5% 15% 5% 5% 0% (110)
Estudio* 10-12 43,8% 37,5% 18,80% - 6,30% - -

+ AUS, Australia; NZ, Nueva Zelanda. ® Periodo en que se llevo a termino los estudios. ND, No se pudo determinar. *
Datos extraidos de este estudio.

No son muchos los estudios publicados que discuten sobre la distribucién de las
especies del Bcc entre pacientes con FQ del territorio espafol. El trabajo realizado por Medina
et al. en 148 pacientes con FQ, entre los afios 1997 y 2010, mostrd las especies B. cenocepacia
y B. contaminans como las mas prevalentes (19,1% ambos) seguido de B. multivorans (14,1%)

(108). Asimismo el estudio realizado por Correa-Ruiz et al. entre 2001 y 2011, en 12 pacientes
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con FQ, las especies mas prevalentes fueron B. cenocepacia y B. contaminans (33,3% y 25%)
mientras que B. multivorans tan solo infectd o colonizé a un paciente (8,3%) (162). Barrado et
al. reportd que las especies mas prevalentes fueron B. contaminans y B. cepacia (43,7% vy
37,5%) entre 16 pacientes con FQ (109). Medina et. al revel6 entre 2008 y 2012 B.
contaminans (36,5%) y B. multivorans (17,7%) como las especies mas prevalentes (204) (Tabla
25). Cabe destacar que en todos los trabajos realizados a nivel espafol, incluido el presente, se

presenta una elevada prevalencia de las infecciones por B. contaminans.

Tabla 25. Tabla comparativa de los trabajos realizados en Espafia sobre las especies de Bcc con mayor
prevalencia entre los pacientes con FQ.

Periodo ® B. multivorans B. contaminans B. cepacia B. cenocepacia B. stabilis B. vietnamiensis B. lata Ref

97-10 14,9% 19,1% ND 19,1% ND ND ND  (108)
02-11 6,25% 43,7% 37,5% 6,25% 6,25% - - (109)
01-11 8,3% 25% 8,30% 33,3% 16,70% 16,70% 8,3% (162)
08-12 17,7% 36,5% ND 12,5% ND ND ND  (204)
10-12 43,8% 37,5% 18,80% - 6,30% - - *

® Periodo en que se llevo a termino los estudios. ND. No se pudo determinar con exactitud. * Datos extraidos de
este estudio.

Este aumento de B. contaminans entre los pacientes de FQ puede ser debido a que la
descripcién de esta especie se realizd en el afio 2009. Todos los trabajos realizados
anteriormente pueden tener una desviacidn al analizar la distribucidén de las especies, ya que
no podian identificar con exactitud a especies como B. contaminans. Todos los estudios
posteriores a 2010, exceptuando el estudio en Canada el cual abarca un periodo de tiempo

muy extenso, la prevalencia de B. contaminans es siempre superior al 25% incluido el nuestro.

Con estos resultados parece ser que los estudios mas recientes muestran un
incremento de B. contaminans a en paises como Espafa y Argentina. Seria interesante
reevaluar los estudios anteriores a la descripcién de B. contaminans para determinar si su
presencia es actual o no. No obstante, en estudios realizados recientemente (2013) en EEUU
muestran que las especies B. multivorans y B. cenocepacia siguen siendo las mas prevalentes

(205).
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5.2 Identificacion de las especies del complejo Burkholderia cepacia mediante matrix

assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-ToF MS).

El estudio realizado por Anhalt y Fenselau en 1975 fue de los primeros en relacionar la

proteédmica con la identificacion microbioldgica (206).

El MALDI-ToF es un instrumento que se basa en el uso de la protedmica para la
identificacion de bacterias. Entre los cuales se encuentran los patdgenos que colonizan e
infectan a los pacientes con FQ. EI MALDI-ToF es una técnica, rapida, sencilla y econdmica, con
el que se podria extender las identificaciones de las especies del Bcc en otros laboratorios
microbioldgicos. Hasta el momento la técnica de referencia para identificar y diferenciar las
especies del complejo Burkholderia cepacia es la secuenciacion del gen recA. No obstante esta

es compleja y costosa estando al alcance de poco laboratorios (94-96).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran como los dos instrumentos
VITEK MS (bioMérieux S.A) y Daltonics Microflex LT (Bruker Daltonics) MALDI-ToF MS
empleados en este estudio han identificado a todos los aislados del Bcc a nivel de género. En
general todos los trabajos que existen sobre la materia destacan la correcta identificacion a
nivel de género (96—98,207,208). Sin embargo, los dos instrumentos no han identificado todos

los aislados a nivel de especie (Tabla 16).

El instrumento MALDI-ToF Daltonics Microflex LT, no identificd a nivel de especie un
aislado de B. cepacia y un B. contaminans (Tabla 16). Resultados similares fueron descritos por
Desai et al. y Fehlberg et al., ambos estudios mediante el mismo instrumento MALDI-tof y
programa informatico, identificaron a nivel de género de todos los aislados de Bcc pero
tampoco determinaron a nivel de especie los aislados pertenecientes a B. contaminans y la

identificacién de B. cepacia no llego al 50% de los aislados testados (96,98).

El instrumento VITEK MS no identificé correctamente los aislados de B. contaminans y
B. stabilis (Tabla 16). En la literatura solo se hallé un trabajo que analizase la capacidad de
identificacion de aislados del Bcc mediante el instrumento VITEK MS, sin embargo no

analizaron ningun aislado perteneciente a las especies B. contaminans y B. stabilis.
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Comparando los dos instrumentos ninguno identificd B. contaminans. Daltonics
Microflex LT identificd B. stabilis y VITEK MS no. Por el contrario VITEK MS identificd los
aislados de B. cepacia y Microflex LT, solo identificd a un aislado de los dos estudiados. En un
estudio realizado por Lambiese et al. reveld una correcta identificacion a nivel de especie de
12 aislados de B. stabilis mediante el mismo instrumento Daltonics Microflex LT (209). No
obstante, un estudio realizado por Marko et al. detallé6 que VITEK MS tenia una mayor
precision que Daltonics Microflex LT en la identificacién de especies del Bcc (208); sin embargo
en este estudio no analizaron ningun aislados de B. contaminans y B. stabilis. Otro estudio
realizado por Fernandez-Olmos et al. determind una identificacién correcta de todos los
aislados del Bcc mediante Microflex LT, sin embargo de nuevo no se testé la identificacion de

aislados de B. contaminans y B. stabilis (97).

Cabe destacar que nuestro numero de aislados estudiados no es muy elevado,
especialmente los aislados B. stabilis. Por otro lado y visto el resultado del estudio de
clonalidad, todos los aislados estudiados de la especie B. contaminans y B. stabilis resultan ser
la misma cepa; por tanto, hay que tomar con cierta cautela los resultados obtenidos, ya que en

definitiva solo se ha estudiado una cepa de ambas especies.

Para que la técnica MALDI-ToF sea eficaz es de gran importancia que tenga una base
de datos lo mas actualizada y extensa posible. Probablemente el hecho de que B. contaminans
haya sido descrita como especie recientemente (2009) haya dificultado la obtencion de
espectros que faciliten la identificacion. De hecho un estudio realizado por Degan et al.
describié un incremento de un 83% a un 98% de los aislados identificados correctamente a
nivel de especie, utilizando una base de datos complementada con algunas cepas referencia

del Bcc. No obstante, en ningin momento se analizaron aislados de B. contaminans (94).

En definitiva, parece ser que MALDI-ToF es un buen instrumento para la identificacion
debido a su rapidez y bajo coste, aun asi es de gran importancia la continua actualizacién de
las bases de datos, mas aun cuando no es capaz de identificar especies como B. contaminans,
especie que esta aumentando su presencia entre los pacientes con FQ. De momento es
necesaria una técnica complementaria al MALDI-ToF para identificar y diferenciar entras las

especies de Bcc.
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5.3 Distribucion clonal de las cepas del Bcc aisladas de los pacientes con FQ.

La distribucion de las especies del complejo Burkholderia cepacia entre pacientes con
FQ es variable segln la regién; por otra parte también destacan en algunos paises por la
elevada presencia de una determinada cepa concreta. Asimismo, diferentes cepas de Bcc han
sido ampliamente asociadas a brotes en pacientes con y sin FQ. Por ello, y con el objetivo de
determinar con mayor precision la distribucién clonal de los aislados de Bcc entre los pacientes

con FQ se decidio realizar una macrorestriccion del genoma de todos los asilados.

Se realiz6 la macrorestriccién mediante la enzima Spel en electroforesis en campo
pulsante (PFGE), en la cual se obtuvo aproximadamente una media de 16 fragmentos por
aislado; suficientes como para poder discriminar entre diferentes cepas y facilitando su

posterior analisis (Figura 15).

Entre los 16 pacientes infectados o colonizados por aislados de Bcc se determind la
presencia de 10 clones diferentes (Figura 16 y Tabla 17). Todos los aislados analizados por
PFGE determinaron que los pacientes A y B fueron colonizados o infectados por un mismo clon
de B. multivorans (pulsotipo VI). Igualmente de los pacientes | y J también se aislé un mismo
clon perteneciente a B. cepacia (pulsotipo V). De seis pacientes K, L, M, N, O y P, todos los

aislados analizados pertenecian a un mismo clon (pulsotipo V).

Mediante la amplificacion y secuenciacidon del gen recA se determind que los cuatro
primeros aislados del paciente P, obtenidos entre septiembre 2010 y diciembre 2011,
pertenecian a la especie B. contaminans; mientras que los otros dos aislados, obtenidos entre
marzo 2012 y agosto 2012, se identific6 B. stabilis (Tabla 14). Debido a los resultados
obtenidos de la macrorestriccion del genoma de estos aislados se han confirmado los
resultados obtenidos anteriormente, el paciente P fue infectado o colonizado por dos cepas
diferentes; inicialmente fue infectado o colonizado por el mismo clon B. contaminans vy
posteriormente por un segundo clon totalmente diferente que pertenece a la especie B.
stabilis. Entre los pacientes de FQ no es infrecuente que se produzcan casos de
reemplazamiento entre diferentes especies o clones, de hecho en un estudio realizado por

Bernhardt et al. entre 347 pacientes con FQ infectados por Bcc se determiné que el 6,9% de
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estos pacientes eran sujetos a algin cambio en la especie causante de la infeccion (165); un

porcentaje similar al obtenido en nuestro estudio (6,25%).

Por otra parte el analisis PFGE reveld que todos los aislados B. contaminans
pertenecen al mismo pulsotipo (IV), es decir a un mismo clon; en total fueron seis pacientes los
que fueron infectados por la mismas cepa clonal. Cabe destacar que los pacientes L y M tienen
un parentesco de primer grado, sin embargo la diseminacién de este clon en otros 4 pacientes
sugiere una elevada transmisibilidad de este clon o bien la existencia de una fuente comun de

infeccidn de los pacientes.

En la literatura se han descrito diferentes casos donde la especie B. contaminans fue
relacionada como causante de diferentes brotes, ocasionando bacteriemias e infecciones en la
vias respiratorias. Las fuentes de infeccidn en estos casos fueron la contaminacién de
aerosoles nasales y soluciones intravenosas (210,211). Sin embargo, también se han aislado
cepas ambientales de Bcc produciendo infecciones en pacientes con y sin FQ (71). En concreto
un estudio realizado por Li Puma et al. determind la existencia de clones pertenecientes a la
cepa epidémica B. cenocepacia PHDC en suelo agricola, siendo los mismos que infectaban a los
pacientes con FQ (70), dando a entender que estos pacientes también pueden ser infectados

por especies del Bcc procedentes del ambiente.

Este clon de Burkholderia contaminans podria tener algun factor de virulencia
particular que facilitase su diseminacion entre los pacientes con FQ. Casos como la cepa
Burkholderia cenocepacia ET-12 en la cual se describid, entre otros factores de virulencia, la
presencia de grandes pilus permitié que esta cepa llegase a diseminarse a nivel global (125).
No obstante, mas estudios son necesarios para confirmar esta hipdtesis en el caso de B.

contaminans.
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5.2 Multi locus sequence typing (MLST)

La técnica MLST es una herramienta que estd siendo ampliamente utilizada en
multitud de laboratorios con el fin de poder tipificar y realizar estudios epidemiolégicos a nivel

global.

En este trabajo se han descrito por primera vez cinco secuenciotipos (ST) diferentes.
Cuatro correspondian a la especie B. multivorans, ST723, ST724, ST725 y ST814, y una a B.
cepacia, ST726 (Tabla 18).

B. multivorans es una de las especies con mayor presencia entre los pacientes con FQ a
nivel global. En concreto el ST17 hasta el momento se habia localizado en paises como EE.UU,
Nueva Zelanda y Australia mientras que el ST450 habia sido descrito previamente en Nueva
Zelanda (93). Por primera vez en este estudio se describen ambos secuenciotipos en Espaina y

Europa, estos datos destacan la dispersién de estos secuenciotipos.

El ST9 perteneciente a la especie B. cepacia, en un primer momento fue aislado de un
paciente sin FQ en Canada, sin embargo, recientemente esta misma cepa fue descrita en
Espafia, e igualmente en este estudio, en pacientes con FQ (109). Destacando que este

secuenciotipo también se encuentra entre pacientes con FQ.

El ST482 de B. contaminans que en nuestro estudio ha infectado o colonizado a 6
pacientes diferentes, destaca por su gran dispersion a nivel global. Esta cepa fue aislada por
primera vez en EE.UU de un paciente sin FQ, aunque posteriormente fue localizada en
Republica Checa y Australia en pacientes con FQ. No obstante, esta cepa también ha sido
descrita en territorio espafol, de hecho en un estudio reciente realizado por Medina et al.
destaca que mas del 50% de aislados descritos del ST482 se localizan en Espaina (109,204). A

los que habria afiadir los encontrados en este trabajo.
La siguiente pregunta a resolver por parte de los investigadores es determinar que

caracteristicas de esta cepa permite que se localice a nivel global y concretamente que

motivos existen para que este secuenciotipo se encuentre principalmente en Espafia. No hay
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gue descartar que esta cepa se localice en un ambiente comun y de facil acceso para los

pacientes con FQ.

El ST51 de B. stabilis ha sido descrito anteriormente en Suecia, Rusia y Nueva Zelanda y
fue relacionada en pacientes sin FQ. En Bélgica y Republica Checa en pacientes con FQ. En este
trabajo se describe por primera vez en Espafia en un paciente con FQ. El ST51 también fue
aislado en EE.UU de muestras industriales, aludiendo una vez mas, a la fuente ambiental en
ausencia de la trasmisidon entre pacientes como posible reservorio de las infecciones por B.

stabilis ST51 (71).

Actualmente existe una base de datos accesible (http://pubmlist.org/bcc) en la cual se
puede comprobar la distribucion de los diferentes secuentiotipos del Bcc. Se puede observar
qgue los secuenciotipos ST32 de la especie B. cenocepacia y el ST102 de la especie B.
contaminans, son dos de las cepas con mayor diseminacién a nivel global estando presentes en
9 y 8 paises, respectivamente. Ambas cepas han sido descritas tanto en el continente
Americano como en el Europeo, en concreto el ST32 se ha relacionado con Canada, Estados
Unidos, Méjico, Reino Unido, Francia, Bélgica, Alemania, Republica Checa e Italia; mientras que
el ST102 se ha vinculado con Estados Unidos, Brasil, Bélgica, Republica Checa, Rusia, Austria,
Italia y Espafia. Probablemente esta técnica permita mantener un mayor control de las cepas
epidémicas, posibilitando la toma de medidas para impedir su diseminacién entre diferentes
paises, evitando asi casos como la cepa epidémica B. cenocepacia ET-12 estrechamente

relacionada con el sindrome cepacia (106).

Como se puede observar esta técnica permite realizar estudios epidemiolégicos a nivel
internacional, permite determinar si una cepa en particular tiene una mayor presencia en el
contexto global. A diferencia de otras técnicas como el PFGE la comparacion entre distintas
cepas entre diferentes laboratorios es mas sencilla y factible de realizar. El MLST nos permite
comparar las cepas analizando 7 genes, no obstante la macrorestriccién de todo el DNA nos
permite comparar las cepas analizando todo el DNA. Por tanto, pese a las grandes ventajas del

MLST ambas técnicas son complementarias y necesarias en este tipo de estudios.
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5.4.1 Relacion epidemioldgica de los ST encontrados.

Actualmente en la base de datos de MLST existen un total de 913 secuenciotipos
diferentes pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia, incluidos los ST descritos en este
estudio (http://pubmist.org/bcc). Mediante los ST obtenidos por el MLST se puede realizar el
algoritmo BURST que permite establecer la relacion clonal entre los diferentes secuenciotipos

descritos en la base de datos.

Los secuenciotipos descritos en este estudio, ST724, ST725 y ST814 de la especie B.
multivorans tienen una estrecha relacién clonal, siendo probablemente el ST725 el fundador
de los secuenciotipos ST724 y ST814; debido a que en ambos ST solo existe una variacién en un
loci respecto al ST fundador, siendo ellos single locus variant (SLV) (Figura 17). Por el contrario
los otros tres secuenciotipos descritos en este estudio ST17, ST450 y ST723 no tienen ninguna

relacion con otro ST como la gran mayoria de de ST descritos de B. multivorans.

El ST482 de la especie B. contaminans, hallado en este estudio, es el ST fundador del
Unico complejo clonal (CC) existente. Este complejo clonal tiene 4 SLVs (ST286, ST637, ST716 y
ST771) (Figura 18). EI ST286 es el Unico ST descrito hasta el momento fuera de Europa, ha sido
descrito en EE.UU, mientras que los ST637 vy, los ST716 y ST771, han sido descritos en Francia
el primero de ellos y en Espafia los otros dos. El hecho de que el ST482 sea el fundador del
Unico CC entre los ST de B. contaminans confirma que se trata de un ST de suma importancia
ya que este es el ancestro de los demas ST los cuales se encuentran ampliamente diseminados

a nivel mundial incluido el ST482.

El ST726, de B. cepacia, que infectd o colonizé a dos pacientes en nuestro trabajo no
posee ninguna relacion clonal con otro ST. En cambio el ST9 también hallado entre las
muestras de los pacientes estudiados se observa la existencia de un SLV, el ST838, aislado de

pacientes sin FQ en India (Figura 19).

Referente a la especie B. stabilis de nuevo se puede observar como el ST 51 descrito en
este estudio, también es el fundador del Unico CC existente entre los ST de esta especie. El
ST51 tiene como SLV 3 secuenciotipos diferentes (ST50, ST52 y ST521). El ST50, fue aislado en

Bélgica en muestras ambientales y de pacientes con FQ. El ST 52 aislado en el Reino Unido de
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muestras ambientales. EI ST521 aislado en Nueva Zelanda y de un paciente con FQ en EE.UU

(Figura 20).

En todos los algoritmos BURST realizados en este trabajo, se observa una amplia
mayoria de secuenciotipos singletons entre todas las especies, este hecho muestra la gran
variabilidad existente entre los aislados que pertenecen a las diferentes especies del Bcc. No
obstante también podria indicar que queda mucho camino por recorrer en cuanto a
descripcién de ST. Curiosamente el singleton ST102 es unos de los ST que se ha aislado con
mayor frecuencia entre los pacientes con FQ a nivel global, extrafiamente a lo que se podria
pensar no se ha descrito a fecha de hoy ningin ST que tenga algun tipo de relacion clonal él;
probablemente una de las causas de esta ausencia es que aun resten muchos ST pendientes de

ser descritos.
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5.5 Estudio de la sensibilidad a antimicrobianos de los aislados del complejo Burkholderia

cepacia obtenidos de pacientes con FQ.

Se ha descrito una elevada resistencia de los aislados pertenecientes al complejo
Burkholderia cepacia (17). En nuestro trabajo hemos podido constatar este hecho. En nuestro
estudio el mayor numero de aislados fueron sensibles a meropenem y piperacilina-tazobactam
(el 68,2% y 65,1% de cepas respectivamente), seguido de ceftazidima (60,3%) (Figura 21). En
Portugal, un estudio reciente mostré como ceftazidima y piperacilina tazobactam eran los
antimicrobianos con mayor porcentaje de aislados sensibles, el 96% y 87% respectivamente
(161). En Italia, en cambio dos estudios diferentes determinaron el antimicrobiano ceftazidima
como uno de los antibidticos con mejores resultados in vitro (103,159). Cabe destacar, que en
todos estos estudios el antimicrobiano ciprofloxacina fue de los que mayor numero de
resistencias tuvo entre todas las cepas, en nuestro estudio solo el 26,9% de los aislados fueron
sensibles (Tabla 26). Estos resultados muestran una gran variabilidad en la sensibilidad de los

aislados del Bcc a los diferentes antimicrobianos.

Tabla 26. Tabla comparativa de la sensibilidad a los antimicrobianos de cepas pertenecientes al
complejo Burkholderia cepacia procedentes de pacientes con FQ de diferentes paises.

Pais PTZ CAZ IMI MER SXT CIP LVX Referencia

Italia 71% 84% 63% 69% 44% 56 % 49 % (159)

Italia 64,5% 68, 9% 35,6% - 19,5% 21,1% - (103)
Portugal 87% 96% 67-80% = 67-80% 36% = (161)
Espafia - 50% 10% 90% 80% 20% 40% (162)
Espafia = 93,8% = 68,8% 87,5% = 62,5% (109)
Espafia - 64,1% 25,7 % - 62,1% - 54,1% (108)
Estudio* 65,1%  60,3% z 68,2% 47,6% 26,9% -

PTZ, piperacilina-tazobactam; CAZ, ceftazidima; IMI, imipenem; MER, meropenem; SXT, trimetoprim-
sulfametoxazol; CIP, ciprofloxacina; LVX, levofloxacina. *Datos obtenidos en este mismo estudio.

En Espaia, dos estudios diferentes revelaron que los antibiéticos trimetoprim-
sulfametoxazol y ceftazidima como los mas eficaces, aunque en el estudio realizado por
Medina et al. el 26% y 29% de las cepas fueron resistentes, mientras que en el estudio de
Barrado et al. los ratios de resistencia fueron 12,5% para trimetoprim-sulfametoxazol y 6,2%
para ceftazidima (108,109). Resultados similares fueron obtenidos por Correa et al. el cual
describié que el 80% de las cepas fueron sensibles a trimetoprim-sulfametoxazol, aunque en

este trabajo meropenem fue el antibidtico mas efectivo con el 90% de cepas sensibles (162).
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5.6 Evolucidon de la resistencia a antimicrobianos por parte de los clones del complejo

Burkholderia cepacia que colonizan o infectan las vias respiratorias de los pacientes con FQ.

A fin de determinar la evolucién de la resistencia antimicrobiana de los clones se
decidid establecer una comparacion entre los patrones de resistencia de los aislados de un
mismo clon. En los tres aislados del paciente H se observd que el aislado obtenido en mayo de
2010 es sensible a los antimicrobianos piperacilina-tazobactam, ceftazidima y meropenem,
mientras que el Ultimo aislado obtenido en diciembre de 2012 fue resistente a todos los
antimicrobianos testados. Un acontecimiento similar pudo producirse con la apariciéon de
aislados resistentes en los pacientes L y M. Probablemente la presidn selectiva ejercida por la
administracién continda de antimicrobianos ha provocado la seleccidén de los fenotipos mas
resistentes. No obstante, en este estudio no se pudo establecer ningin patréon de
comportamiento entre la resistencia de los diferentes aislados con la terapia antimicrobiana
de los pacientes. Algunos autores determinaron que las variantes clonales mas resistentes
fueron aisladas después de una agresiva terapia antimicrobiana (161). Un suceso similar puede
explicar la evolucidn de la resistencia entre los diferentes aislados del paciente |, aunque se
observa algun aislado el cual ha perdido las resistencias que presumiblemente habia adquirido
(Tabla 19). No obstante, otros estudios revelan que los aislados mas resistentes se encuentran
en procesos de exacerbacidn, sin que haya existido una presion selectiva de los

antimicrobianos (167).

Un estudio reciente determind que en los pacientes con FQ infectados cronicamente
por aislados del Bcc, los cambios en la sensibilidad a los antimicrobianos se producian con
elevada frecuencia (161,163). Un claro ejemplo se observa en los aislados del pulsotipo Il del
paciente G donde la resistencia a piperacilina-tazobactam aparece y desaparece segun el
aislado. Incluso, analizando concretamente la muestra obtenida en marzo de 2012 en el cual
se obtuvieron dos aislados con patrones de sensibilidad diferentes pese a que ambos aislados
eran el mismo clon (Tabla 20). La existencia de diferentes variantes fenotipicas es un hecho
comun y que dificulta el tratamiento de los pacientes con FQ. Probablemente estas variantes
fenotipicas sean un reflejo de la heterogeneidad que se produce durante la infeccién en
pacientes con FQ, ya que es habitual que estos pacientes se encuentren colonizados o

infectados por diferentes especies e incluso cepas (166). En los pacientes con FQ se pueden
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producir infecciones por mas de una especie o incluso dentro de una misma especie por,
distintas clones y subpoblaciones; estas coinfecciones pueden dar resultado a patrones de

resistencia distintos propios de cada una de ellas (164).

Algunos autores han postulado que estos cambios en el patrén de sensibilidad de los
aislados son debidos a que se produce un reemplazo de la cepa que infecté en un primero
momento, es decir, que se produzca una segunda infeccién por una segunda cepa con el
consiguiente cambio de patrén (165,166). No obstante otros autores describen que estas
variaciones en los patrones de resistencia no son debidos a cambios de cepas o reemplazos,
sino que son clones isogénicos que muestras variaciones fenotipicas (161,167). Nuestros
resultados podrian aportar argumentos en uno y otro sentido, ya que en el paciente P se ha
determinado un reemplazo en las especies que infectaban al paciente con el consiguiente
cambio de patrén de resistencia. No obstante, la mayoria de pacientes infectados con un

mismo clon muestran patrones de resistencia diferentes.

Los métodos utilizados en la actualidad para determinar la resistencia in vitro, no
tienen en cuenta la capacidad de formar biofilm de los diferentes aislados, como las especies
del complejo Burkholderia cepacia. Esta capacidad de formar biofilm aumenta la tolerancia de
estos microorganismos a los antibidticos, como se ha comentado anteriormente. Por otra
parte hay que tener en cuenta la imposibilidad de diferenciar polimorfismos de un solo
nucledtido mediante técnicas moleculares como el PFGE, podria explicar las diferencias entre
los patrones de resistencia de un mismo clon (167). Pese a ello, las especies del Bcc destacan
por su gran capacidad de adaptacidon, especialmente en un ambiente cambiante como las vias
respiratorias de los pacientes con FQ. Los aislados de Bcc evolucionan y se comportan de
manera diferente en respuesta al estrés inducido por el sistema inmune del huésped, la

presidn antimicrobiana, la disponibilidad de nutrientes, y las limitaciones de oxigeno (163).
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5.7 Evaluacion de los diferentes perfiles de sensibilidad observados entre las distintas

especie de Bcc aisladas.

No se hallan en la literatura muchos trabajos que examinen la sensibilidad de las
diferentes especies de Bcc a los antimicrobianos. Medinia et al. revelé que B. multivorans y B.
cenocepacia fueron las especies mas resistentes a los antimicrobianos, en ambos casos el
trimetoprim-sulfametoxazol fue el antimicrobiano con mayor sensibilidad (56,5% de 33
aislados y 47,3% de 31 aislados sensibles) (108). El estudio realizado por Leitao et al.
determind que los aislados de B. cenocepacia A, fueron los mas resistente a la mayoria de
antimicrobianos siendo trimetoprim-sulfametoxazol el mas eficaz (91,3% de 23 aislados
sensibles). Sin embargo, en este estudio los aislados de B. cepacia fueron los mas resistentes a

trimetoprim-sulfametoxazol (el 56,5% de los aislados fueron resistentes (161).

En nuestro trabajo, sucede un hecho similar. Donde la especie mas resistente fue B.
multivorans, aunque no en todos los antimicrobianos estudiados. Concretamente los aislados
de la especie B. multivorans fueron los mas resistentes a meropenem, piperacilina-
tazobactam, ceftazidima y ciprofloxacina. El 84% de los 24 aislados de B. multivorans fueron
sensibles a doxiciclina, siendo este antimicrobiano el mas eficaz. Por el contrario, los aislados
de B. cepacia fueron los mads resistentes a doxiciclina. El 62,5% de los aislados de B. cepacia

fueron sensibles a meropenem (Figura 22 y Tabla 21).

Parece ser que entre los dos trabajos hallados en la literatura junto con el nuestro hay
indicios para pensar que los aislados de la especie B. multivorans son por lo general, unos de
las mas resistentes (108,161). Esta especie podria tener una mayor facilidad para la adquisicion
de resistencias a los diferentes antimicrobianos y la adaptacidon a los diferentes ambientes. Por
tanto en ambientes como las vias respiratorias de los pacientes con FQ, la presidn selectiva de
los antimicrobianos podria suponer una ventaja para esta especie. Sin embargo, la poca
literatura presente y las pocas cepas estudiadas de cada especie, son un impedimento para

asegurar esta hipotesis.
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5.8 Capacidad de formar biofilm de aislados pertenecientes al complejo Burkholderia

cepacia.

Como se ha comentado en apartados anteriores la capacidad de formar biofilm es un
elemento de gran importancia en la patogenicidad de las especies que forman parte del
complejo Burkholderia cepacia. Para abordar este objetivo se decidid realizar la cuantificacion
de biofilm mediante la técnica de cristal violeta. En la literatura se han descrito multitud de
protocolos y variantes para determinar la cuantificacién de biofilm de los diferentes aislados

bacterianos.

Mediante la técnica de cristal violeta, como se esperaba, de las tres cepas estudiadas
S. epidermidis ATCC 35984 fue la cepa con mayor capacidad para formar biofilm (3,512+0,08),
mientras que la cepa S. epidermidis ATCC 12228 (0,056+0,029) mostré la menor capacidad de
formar biofilm; resultados similares fueron descritos por otros autores que emplearon estas
dos cepas como controles de los respectivos estudios de cuantificacién de biofilm (212-214)

(Figura 23).

En este estudio la cuantificaciéon de biofilm de la cepa B. cepacia ATCC 17759 mostrd
una absorbancia de 0,153+0,039 a 595 nm; en un trabajo realizado por Conway et al. en el cual
se testd la misma cepa, ésta mostrd una absorbancia de aproximadamente 0,1 a 590 nm. Esta
diferencia probablemente sea debida a que en el estudio de Conway et al. utilizaron un medio
de cultivo diferente (LB), ademas de la comentada absorbancia (193). Otro trabajo realizado
por Caraher et al. determind que la capacidad de formar biofilm de B. cepacia ATCC 17759 era
inferior a 0,05 con una longitud de onda de 595 nm, no obstante este ultimo estudio aunque
empled la misma técnica de cristal violeta para evaluar el biofilm el procedimiento utilizado
era sensiblemente diferente (194). Por ello y junto con la alta reproducibilidad representada
por la poca desviacion obtenida se considerd que la técnica era vdlida y suficientemente

reproducible como para proseguir con el estudio.
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En la literatura no existe ningln patrén en Bcc que concrete que absorbancia es
necesaria para determinar si una cepa es formadora o no de biofilm. Un estudio reciente el
cual incluyé aislados pertenecientes a Bcc, consideré que obtener una absorbancia inferior a
0,05 con una longitud de onda a 650nm se interpreta como cepa no formadora de biofilm
(215); aunque en este estudio se empled una técnica basada en la formacién de biofilm en
puas en una placa de 96 pocillos. En el estudio ya comentado anteriormente de Caraher et al.
consideraron que los aislados de Bcc formaban biofilm cuando la densidad éptica fuera
superior a 0,05 con una longitud de onda de 590 nm (194). Con este patrén, solo dos cepas
(BCCO18 y BCCO51) se considerarian como no formadoras de biofilm (4,5%) en este estudio. En
otras especie como S. epidermidis se considera a los aislados como formadores de biofilm si a
una densidad éptica de 495 nm se obtiene valores >0,120 (216). Con esta referencia serian 6
los aislados (13,6%) que valorariamos como no formadoras de biofilm (BCC018, BCC027,

BCC043, BCC045, BCC48 y BCC51).

Segun los pardmetros de nuestro estudio se consideraron aislados no formadores de
biofilm aquellos que obtuvieron una absorbancia inferior a 0,1 a 595 nm. Cinco aislados
(BCCO18, BCCO27, BCCO43, BCCO45 y BCC51) (11,36%) no tuvieron la capacidad para formar
biofilm. Por el contrario se definié aislados con una gran capacidad de formar biofilm aquellos
gue obtuvieron una absorbancia superior a 1,5 nm a 595 nm. Tres aislados (BCC010, BCC001 y
BCC0035) (6,8%) tuvieron una gran capacidad de formar biofilm. Los aislados restantes todos
tuvieron capacidad para formar biofilm (81,8%) (Figura 25 y Tabla 22). Estos resultados
muestran que la gran mayoria de aislados pertenecientes al Bcc tienen capacidad para formar
biofilm, aspecto l6gico mas teniendo en cuenta que algunos autores sugieren que los aislados
obtenidos a partir de muestras clinicas, como los de ese estudio, son los que muestran una

mayor capacidad de formar biofilm (217).

En los resultados se determiné que los aislados de B. multivorans (1,069+0,592) fueron
los que tuvieron una mayor capacidad de formar biofilm seguido de B. contaminans
(0,357+0,355), B. cepacia (0,236+0,301) y B. stabilis (0,19+0,08). Mediante este estudio se ha
evaluado por primera vez la capacidad de formar biofilm de aislados de la especie B.
contaminans. Todas las especies del Bcc mostraron capacidad para formar biofilm incluida B.

contaminans (Figuras 26 y 27).
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La escasa literatura referente a esta tematica reportan B. multivorans como una de las
especies con mayor capacidad de producir biofilm mientras que B. cepacia y B. stabilis como
las especies con un potencial menor para formar biofilm (193,194). No obstante otros autores

revelaron que B. cenocepacia también tenia una gran capacidad para el biofilm (193,218).

Este estudio tanto B. multivorans como B. contaminans, son las especies con una
mayor prevalencia entre los pacientes con FQ; a su vez son las especies que mayor grado de
cuantificacion de biofilm han mostrado. Es bien conocido que los biofilms de los
microorganismos contribuyen a la patogénesis y a la cronicidad de las infecciones (219-221).
Esta elevada capacidad de formar biofilm tal vez permita a estas cepas establecerse en
periodos prolongados en las vias respiratorias de los pacientes con FQ, hecho que podria
relacionarse con la elevada prevalencia de estas especies entre los pacientes con FQ de este
estudio. Sin embargo es necesario realizar mas estudios para esclarecer si existe una relacion

entre la capacidad de formar biofilm con la elevada prevalencia de estas especies en concreto.

Otro aspecto relevante de este estudio, es la gran variabilidad que mostraron los
aislados de un mismo clon. Mayoritariamente los aislados de un mismo clon tuvieron una
capacidad dierente de formar biofilm (Figuras 28, 29 y 30). En consecuencia parece ser que los
aislados de un mismo clon tienen un comportamiento diferente. Esta variacion entre la
capacidad de formar biofilm de los aislados de un mismo clon también fue descrita por Cunha
et al. (218). De hecho este suceso, es el mismo que se ha descrito en el apartado de evolucién
de la resistencia a antimicrobianos por parte de los clones. Donde de nuevo los aislados de un

mismo clon tenian un comportamiento diferente.

Es probable que uno o varios factores, provoquen que un mismo clon tenga mayor o
menor capacidad para formar biofilm. Un estudio realizado por ZlosniK et al. sobre el fenotipo
mucoide de aislados pertenecientes a Bcc, revelé que los antibidticos ceftazidima vy
ciprofloxacina tenian una relacidn directa en el cambio de fenotipo, pasando de mucoides a no
mucoides (134). Quizas exista alglin elemento o factor que intervenga en la formacion de
biofilm que actualmente se desconozca. No obstante, es probable que tener una elevada tasa
de mutacidon como se ha descrito entre los aislados del Bcc facilite que estos se adapten a

multitud de ambientes, como las vias respiratorias de los pacientes con FQ (170).
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También hay que tener presente que esta variabilidad entre aislados de un mismo clon
también puede ser causada por las limitaciones de la propia técnica. En los estudios
mencionados anteriormente donde utilizan métodos de cuantificacién similares al nuestro
también describieron elevadas variabilidades entre aislados de un mismo clon (194,218). Por
ello, para obtener unos datos mucho mas robustos seria necesario ampliar el estudio con el

consiguiente aumento de aislados y cepas diferentes.
Pese a todo es de gran importancia proseguir con este tipo de estudios debido sobre

todo a la gran implicacion que tiene el biofilm en el aumento en la resistencia a los

antimicrobianos y a las defensas del huésped.
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6. Conclusiones

6.1 Conclusiones

Las principales conclusiones que se pueden extraer de este trabajo se detallan a

continuacion:

1. Entre enero 2010 y diciembre 2012 el 5,3% de pacientes con FQ estuvieron
colonizados o infectados por especies del complejo Burkholderia cepacia. Las
especies identificadas fueron B. multivorans (43,8%), B. contaminans (37,5%), B.

cepacia (18,8%) y B. stabilis (6,3%).

2. Todos los pacientes estuvieron colonizados o infectados por la misma cepa
durante el periodo del estudio, excepto en un caso en el que inicialmente se aislo

B. contaminans y posteriormente B. stabilis.

3. La técnica MALDI-ToF MS es una herramienta rapida y eficaz para realizar la
identificacion a nivel de género de aislados pertenecientes al complejo
Burkholderia cepacia, pero no resulta util para la identificacidn a nivel de especie,
siendo necesario el uso de técnicas genéticas para obtener una correcta

identificacion.

4. El estudio de clonalidad por electroforesis en gel por campo pulsante reveld que
los aislados del complejo Burkholderia cepacia se distribuyen en 10 pulsotipos
diferentes (I-X). Seis pulsotipos correspondieron a B. multivorans (I, VI, VIl y X),
dos pulsotipos a B. cepacia (V y IX), un pulsotipo a B. contaminans (VI) y un

pulsotipo B. stabilis (V).

5. Entre los 16 pacientes estudiados se produjo la diseminacidn en 6 pacientes de un

Unico clon (pulsotipo 1V) perteneciente a la especie B. contaminans.

6. Entre todos los aislados se han descrito por primera vez cinco secuencio tipos
nuevos; cuatro pertenecientes a la especie B. multivorans (ST723, ST724, ST725 y

ST814), y uno a la especie B. cepacia (ST716). El resto de ST descritos en este

143



Conclusiones

10.

11.

estudio corresponden a las especies B. multivorans (ST17, ST450), B. cepacia (ST9),

B. contaminans (ST482) y B. stabilis (ST51).

Todos los aislados pertenecientes a la especie B. contaminans fueron descritos
como ST482, descrito también en paises como Estados Unidos, Republica Checa,

Australia y Espafia.

De los antimicrobianos utilizados en la practica clinica para el tratamiento de
pacientes colonizados o infectados por aislados del Bcc, de 63 aislados estudiados,
el 68,2% fue sensible a meropenem, el 65,1% a piperacilina-tazobactam, el 60,3% a
ceftazidima, el 54,6% a doxiciclina, el 47,6% a trimetoprim-sulfametoxazol y el

26,9% a ciprofloxacina.

B. multivorans y B. cepacia fueron las especies mds resistentes a antibidticos B-
lactamicos, trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina. B. contaminans y B.
stabilis fueron los mas sensibles a antibidticos B-lactdmicos. Doxiciclina fue el
antimicrobiano mas activo frente a los aislados de B. multivorans y meropenem

frente a los aislados de B. cepacia.

Existen diferencias significativas (p<0,05) en la capacidad de formar biofilm entre
las diferentes especies del complejo Burkholderia cepacia. Los aislados de la
especie B. multivorans, fueron los que mayor capacidad para formar biofilm
mostraron (1,069+0,592). Por primera vez se constaté que los aislados de B.

contaminans obtenidos de pacientes con FQ tienen capacidad para formar biofilm.

Se observaron diferencias significativas entre la capacidad de formar biofilm entre

los aislados pertenecientes a un mismo pulsotipo.
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Anexo

9.1 Anexo |

1. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados en este estudio, tanto sélidos como liquidos fueron realizados
mediante agua ultra pura MQ obtenida mediante el dispositivo Ultra-pure water system Mili-
Quus 185 (Milipore). Una vez realizados los medios se esterilizaron mediante calor himedo a
121 9C durante 15 minutos en el autoclave S100 (Siemens). Todos los medios se conservaron a

4°C hasta su utilizacién.

1.1 Agar Mc Conkey

Es un medio selectivo y diferencial comercializado por bioMérieux S.A., (Marcy I'Etoile, France;

ref 43141) el cual se conservé a 42°C.

Agar Mc Conkey

Digerido pancreatico de gelatina 17g
Digerido pancreatico de caseina 1,58
Digerido péptido de tejido animal 1,5g
Lactosa 1,5g
Sales biliares 1,5g
Rojo neutro 0,03g
Cloruro sodico 5,0g
Cristal violeta 0,001g
Agar 13,5g
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1.2 Agar columbia suplementado con 5 % sangre de cordero (Agar Columbia+ 5 % sangre de

cordero)

Es un medio rico comercializado por bioMérieux S.A., (Marcy I’Etoile, France; ref 43041) el cual

se conservo a 42C.

Agar Columbia+ 5% sangre de cordero
Digerido pancreatico de caseina 12g
Digerido péptido de tejido animal 5,0g
Extracto de lavadura 3,0g
Extracto de carne bovina 3,0g
Almidén de maiz 1,0g
Cloruro sddico 5,0g
Agar 13,5¢g
Cloruro sddico 5,0g
Sangre de cordero 5%

1.3 Medio liquido para la congelacion de cepas (TSBG, Tryptic Soy Broth + Glicerol)

Composicion para 100 mly a un ph de 7,3. Se esterilizd6 mediante autoclave.

TSBG

TSB (Becton, Dickinson and company, New Jersey, USA, ref211825) | 3 g

Digerido pancreatico de caseina

Peptona de soja

Cloruro sodico

Fosfato dipotasico

Dextrosa
Glicerol (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland ref G7757) 5 ml
Agua MQ 95 ml
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1.4 Agar Muller Hinton (MH agar)

Es el medio comercial (MAIM S.L, Barcelona, Spain, ref 1740) recomendado para testar la

sensibilidad a los antibidticos, este se conservd a 4¢C.

Agar MH
Infusion de carne 300 g
Peptona acida de caseina 175¢g
Almidon 15¢g
Agar 15¢g
Agua MQ 1000 ml

1.5 Caldo de Tripticasa Soja (TSB)

Es un medio rico comercial (Becton, Dickinson and company, New Jersey, USA, ref 211825) el
cual crecen de manera adecuada los aislados pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia.

Composicidn para 11, se esterilizé mediante autoclave y se conservd a 42C hasta su utilizacion.

TSB

TSB (Difco) 30g

Digerido pancreatico de caseina

Peptona de soja

Cloruro sodico

Fosfato dipotasico

Dextrosa

Agua MQ 1000 ml
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2. Soluciones y tampones

2.1.1 TBE 0.5X (Tris Borato EDTA)

Previo al momento de su uso se realizé una dilucion 1:20 con agua MQ del TBE 10X comercial

(Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, ref 93290)

TBE 10 X
Tris 1,3 M
EDTA 25 mM
Acido bérico 450 mM
Agua MQ

2.1.1 TBE 1X (Tris Borato EDTA)

Previo al momento de su uso se realizo una diluciéon 1:10 con agua MQ del TBE 10X comercial

Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, ref 93290).

2.2 CSB (Cell Suspension Buffer)

Composicion para 250ml y a un ph final de 8. Esta solucion se esterilizd mediante autoclave y

se conservé a temperatura ambiente.

CSB (100mM Tris; 100mM EDTA)

Tris (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, ref 252859) 3,025 g

EDTA (Panreac, Barcelona, Spain, ref 131669.1211) | 9,3 g

Agua MQ 200 ml
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2.3 Buffer de lisis

Composicidn para 100mly ph 7.5. La solucidén se conservé a temperatura ambiente

Buffer de lisis

Tris-HCI 1 M (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, ref T3038) 0.6 ml
EDTA 0.5 M (Panreac, Barcelona, Spain, ref 131669.1211) 20 ml
NaCl 5 M (Panreac, Barcelona, Spain, ref 131659.1211) 20 ml
Brij 58 (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, ref P5884) 05¢g
Acido deoxicélico (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, ref D-2510) | 0.5 g
N-lauroil sarcosina (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, ref L5125) | 0.5 g
Agua MQ 40 mi

2.4 Buffer TE

Composicion para 2l y ph 7.5. La solucién se esterilizd mediante

temperatura ambiente.

TE
Tris (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, ref T3038) 242¢g
EDTA (Panreac, Barcelona, Spain, ref 131669.1211) | 3.72 g
Agua MQ 1.800 ml

2.5 Solucion salina 8,5%

autoclave y se conservé a

Soluciéon compuesta por 0,85 g de NaCl (Panreac, Barcelona, Spain, ref 131659.1211) en 100 ml

de agua MQ. La solucién se esterilizé mediante autoclave y se conservd a temperatura

ambiente.
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2.6 PBS (Phosphate Bufferd Saline)

Solucién comercial (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, ref P4417) que una vez preparada a ph

7,5 se almacend a temperatura ambiente.

PBS

Tableta comercial 1

Tampon fosfato (0,01 M)

Cloruro potasico (0,0027 M)

Cloruro sédico (0,137 M)

Agua MQ 200 ml

2.7 Cristal violeta 0,1%
De una solucion comercial de cristal violeta (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, ref V5265) al 1

% se realizd una dilucién 1:10 con agua MQ para la obtencién final de cristal violeta al 0,1%.

2.8 Acido acético 30%

De una solucién comercial de acido acético > 99,8 % (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, ref
ARK2183) se realizé una dilucidn 3:10 con agua MQ para la obtencién final de acido acético 30

%.
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