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RESUMEN

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina, U.A.N.L.

Presenta: Juan Carlgs Canale Zambrano

Titulo del estudio:
DETECCION E IDENTIFICACION MOLECULAR DE GENOMOVARES DEL COMPLEJO

BURKHOLDERIA CEPACIA EN PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA DEL NORESTE DE
MEXICO.

introduccion: El complejo Burkholderia cepacia (CBC) es un grupo de patogenos que
frecuentemente colonizan a pacientes con fibrosis quistica (FQ), debido a la severidad
de las infecciones que causa y a la alta transmisibilidad de ciertas cepas. EL CBC es un
complejo de por lo menos nueve especies genéticamente diferentes, aunque
fenotipicamente muy similares (denominado genomovares). Debido al gran problema
sobre el notable aumento de la morbimortalidad (colonizacion por B. cepacia en
pacientes con FQ) y especialmente a la dificuitad del aislamiento e identificacion de (a
bacteria por métodos de cultivo convencionales; se realizé este estudio (polifasico) que
incluye metodologias tanto microbiologicas como moleculares, para la deteccién de BC
directamente a partir de muestras de esputo. Objetivo: Establecer la prevalencia del
CBC y la proporcion de los diferentes genomovares en una poblacion de pacientes con
FQ. Materiales y métodos: Se recolectaron 40 muestras de esputo de 23 pacientes con
FQ del noreste mexicano, y fueron analizadas independientemente por cultivo (medio
selectivo BCSA y APl 20NE) y métodos moleculares para la deteccién de B. cepacia (PCR-
RFLP del gen recA e iniciadores especificos de especie). Resultados: Por medio de
cultivo se observo una elevada prevalencia de Pseudomonas aeruginosa, y solo se logro
la deteccidon de B. cepacia en la muestra de un paciente (4%). Al contrario de los
hallazgos microbiologicos, mediante la deteccion molecular la bacteria se encontro en
11 pacientes (48%) pertenecientes en su totalidad al genomovar Ill, recA grupo llI-A.
Conclusion: Nuestros resultados confirman la dificultad previamente reportada sobre el
aislamiento del CBC por métodos microbiologicos tradicionales. Comparando nuestros
resultados con algunos datos previamente reportados en otros paises, observamas que
existe una alta prevalencia de pacientes con FQ colonizados por B. cepacia en la
poblacién estudiada y recomendamos la aplic n deestrictas normas de control sobre
estos pacientes. Hasta donde sabemos, imer reporte de prevalencia de B

cepacia en México en pacientes con F(k

/ Director de Tesis
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vira Garza Gonza Dr. Huge-A. Barrera Saldan
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INTRODUCCION

Deteccion e Identificacion Molecular de Genomovares del Complejo Burkholdena cepacia en Pacientes con Fibrosis
Quistica del Noreste de México

CAPITULO |

INTRODUCCION

“El entendimiento del defecto genético causante de la fibrosis quistica (FQ)
es sélo la mitad de la batalla. La identificacion de las bacterias especificas
que infectan a pacientes con FQ es igual de importante”, J. E. Hearst, 1995
(1).

La bacteria Burkholderia cepacia es un organismo que frecuentemente causa
infecciones devastadoras en pacientes con fibrosis quistica (FQ) (2,3). Esta
bacteria se asocia con un aumento significativo en la tasa de morbilidad vy
mortalidad en la poblacién de pacientes con esta enfermedad (4-9). La
diseminacion de B. cepacia de persona a persona ha sido claramente
documentada (10-13), por lo cual se deben aplicar guias muy estrictas de control
de infecciones, a los pacientes portadores de B. cepacia; aunque algunas veces
estas medidas tienen un impacto social y psicoldgico dramatico en estos
pacientes (14-17). Por lo tanto, la confirmacion por parte del laboratorio
microbiolégico clinico sobre el aislamiento de B. cepacia en un paciente con FQ,
frecuentemente causa un profundo efecto en los pacientes y en sus familias.
Esto se debe también porque el diagnostico es tomado por algunos como una
“sentencia de muerte” (5). Por este motivo, es muy importante que el
laboratorio clinico sea muy acertado en la identificacion de B. cepacia en las

muestras de los pacientes con FQ.
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Ademas de la importancia de la identificacion, es critico reconocer gue en los
Gltimos afos, se han logrado grandes avances con respecto a la taxonomia de B.
cepacia. El nombre correcto es “complejo B. cepacia” (CBC), el cual implica que
actualmente existen varias especies estrechamente relacionadas entre las
bacterias identificadas como B. cepacia y que no pueden ser facilmente
distinguidas sin la ayuda de técnicas moleculares (18,19). Estudios taxonomicos
han revelado que el CBC consiste en un grupo de por lo menos cinco especies
genomicas fenotipicamente similares y estrechamente relacionadas (B. cepacia
genomovar [-Y) (20). Recientemente, cuatro especies mas (B. cepacia genomovar
VI-IX) han sido descritas como miembros del complejo (21-23).

El CBC es frecuentemente resistente a un amplio rango de agentes
antimicrobianos y produce un aumento en los sintomas pulmonares (24-28).
Ademas, aproximadamente el 20% de pacientes con FQ infectados con B. cepacia
sucumben  al “sindrome cepacia”, que se caracteriza por una neumonia
necrotizante con bacteriemia que conlleva a un agude y frecuentemente fatal
deterioro clinico (29).

Debido a su complejidad taxonomica, la identificacion de patogenos de B.
cepacia ha demostrado ser un trabajo muy dificil para el microbidlogo clinico.
Actualmente los sistemas comerciales de identificacion fenotipica muestran
variaciones significativas en su capacidad para identificar eficazmente aislados
del complejo B. cepacia (30-34) y no son capaces de diferenciar entre
genomovares individuales. Algunas investigaciones han demostrado que los

centros de tratamiento de pacientes con FQ con frecuencia identifican
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incorrectamente aislados del complejo B. cepacia de expectoraciones de los
pacientes (35). A pesar de que se han descrito varias pruebas fenotipicas para el
analisis del complejo B. cepacia, todavia no es posible diferenciar correctamente
todos los genomovares basandose en estas pruebas (31).

Burkholderia gladioli, Ralstonia picketti, Chryseobacterium meningosepticum,
Stenotrophomonas maltophilia y Commomonas acidovorans, son ejemplos de
organismos que han sido incorrectamente identificados como miembros del
complejo B. cepacia.

Debido a ésto, se ha recurrido a las pruebas moleculares para la identificacion
del complejo, y recientemente se ha descubierto que existe suficiente variacion
en la secuencia nucleotidica del gen recA para permitir la discriminacién de los
genomovares descritos (36). El analisis de los polimorfismos de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) del gen recA puede servir como un medio de
identificacion inicial de las diversidades taxonomicas entre los aislados. Los
iniciadores disefados originalmente para amplificar la totalidad del gen recA son
altamente especificos para el complejo B. cepacia y no reaccionan con bacterias
estrechamente relacionadas u otros patogenos comunmente encontrados en
pacientes con FQ como P. aeruginosa (36). Esta especificidad ha Uevado a la
exitosa amplificacion del gen recA directamente de expectoraciones de pacientes
con FQ (37,38). Esta prueba directa, para sospechas de infecciones por 8.
cepacia, puede ser muy Util en controles de infeccion hospitalarios y en el

manejo clinico de pacientes con FQ,
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1.1 ;QUE ES LA FIBROSIS QUISTICA?

“Lastima de aquel nino el cual al ser besado en la frente tenga sabor salado.
El esta embrujado y pronto deberd morir”. Esta frase, del folklore europeo de
la edad media, hace referencia a la enfermedad genética com(n reconocida hoy
en dia como fibrosis quistica. Como dice la frase, la enfermedad alguna vez
mataba ninos en la infancia y se identificaba por exceso de sal en el sudor. Esta
anormalidad genética heredable puede también destruir los pulmones y causar
serios danos en el pancreas, intestino e higado. La fibrosis quistica es la

enfermedad autonémica recesiva mas comun en la poblacion caucasica (39-41).

Los epitelios de los drganos afectados por FQ generalmente son obstruidos con
secreciones inusualmente espesas. En el pancreas, por ejemplo, los conductos
responsables de transportar las enzimas digestivas al intestino casi siempre se
encuentran ocluidos, impidiendo la habilidad de degradar comida y extraer los

nutrientes.

En los pulmones, los bronquios y los bronquiolos son los que permanecen
obstruidos. Estos conductos estan usualmente revestidos por una delgada capa de
moco que atrapa particulas inhaladas y las transporta a la garganta para su
desecho. Pero en pacientes con FQ, el moco es excesivamente grueso vy
resistente a ser removido. Este cambio por si solo puede estrechar los conductos

respiratorios e impedir la respiracion. Ademas, cuando las bacterias permanecen

s dis
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en estos conductos, pueden establecer infecciones rapidamente. Estas
infecciones, que tienden a recurrir, danan el tejido pulmonar por la acumulacion
de células inmunes que secretan quimicos y enzimas daninas. Con el paso del
tiempo, las infecciones cronicas progresivamente destruyen los conductos
branquiales y, junte con la obstruccion de las vias respiratorias, conlleva al fallo

respiratorio (42).

El fallo pancredtico rara vez pone en peligro la vida ya que los pacientes pueden
reemplazar las enzimas digestivas perdidas con capsulas tomadas al comer. Ahora
que los problemas digestivos pueden ser generalmente controlades, el
impedimento pulmonar causa mas del 90% de las muertes en los pacientes con FQ

(43).

La funcion deficiente del tejido epitelial esta presente en todos los érganos de
los pacientes con FQ, y en particular, se ha encontrado que el epitelio es
relativamente impermeable al cloro. Este descubrimiento implica que algunos
canales transportadores de cloro en el tejido epitelial no funcionan

adecuadamente.,

El investigador Paul M. Quinton encontro que el epitelio que reviste los conductos
de las glandulas sudoriparas no lograba reabsorber el cloro eficientemente de la
cavidad o lumen de las glandulas, lo cual explica porque las personas con FQ

tienen inusualmente el sudor salado (44).
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1.1.1 LA BASE GENETICA DE LA ENFERMEDAD

Los esfuerzos para encontrar el gen responsable de la enfermedad culminaron en
1989, cuando un extenso grupo de colaboradores, dirigidos por Lap-Chee Tsui y
John R. Riordan, anunciaron que habian aislado el gen (45,46). Concientes que la
proteina producto del gen probablemente afectaba el movimiento del cloro
directa o indirectamente, nombraron a la proteina el regulador de conductancia
transmembranal de fibrosis quistica (referida en inglés como CFTR). Al estar
buscando el gen, el equipo también identifico una anormalidad en el DNA que
aparentemente se encontraba en el 70% de los casos de FQ. Esa alteracion,
frecuentemente llamada como la mutacion AF508 consiste en la delecion de tres
nucleotidos del gen. Esa perdida causa en la proteina (producto del gen CFTR)

carecer de un solo aminoacido: fenilalanina en la posicion 508 (Fig 1).

Cromosoma 7 Secumcinde ooy de aminoacidos
waclectidos gy 15 proteina CFTR

del gen CFTR
A
T L Isoleucina 506
¢ —
A '
l- Isoleucina 507 . .
L T Delecion mas
N frecuente en
5 Fenilalanina 508 los pacientes
T—1 con FQ
G
G F Glicina 509
T
G
I —— T Valina 510
% T

Figura 1. Esquema del cromosoma 7 y la posicion de la delecion de los tres nucledtidos que dan
como resultado la pérdida del residuo de fenilalanina en la posicion correspondiente al codon 508
del gen CFTR.
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1.1.2 RESULTADOS DE LA MUTACION AF508

El efecto de la mutacion mas comun, la delecion que lleva a la pérdida del
residuo de fenilalanina en la posicion correspondiente al codon 508 de la
proteina CFTR (AF508), ha sido la mas estudiada. Esta delecion causa un defecto
en el trafico intracelular. La proteina mutante no logra salir del reticulo
endoplasmico. Su transporte es detenido presuntamente porque el sistema de
control de calidad del reticulo endoplasmico identifica un mal plegamiento de la
proteina. Estas proteinas se marcan para su degradaciéon y no se les permite su

procesamiento posterior (43).

A pesar de que la mutacion AF508 es la mas comun, cientos de otras mutaciones
han sido identificadas en los pacientes con FQ. Existe evidencia de que la
proteina CFTR juega un papel en la ingestion de la bacteria Pseudomonas
aeruginosa por las células epiteliales de los pulmones. Las celulas epiteliales de
pacientes con FQ homocigotos para la mutacion AF508 no fagocitan estas
bacterias y estos pacientes son muy susceptibles a infecciones pulmonares

cronicas.
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1.2 Burkholderia cepacia

1.2.1 GENERALIDADES

Actualmente, B. cepacia esta atrayendo la atencion por su extraordinaria
versatilidad como patogeno de plantas, saprofito, agente biocontrol, agente
bioremediador y como patégeno humano (47-49). Anteriormente conocida como
Pseudomonas cepacia, esta bacteria fue descubierta en 1950 como la causante de
piel amarga de las cebollas por el fitopatologo Walter Burkholder (50). P. cepacia
fue recientemente renombrada Burkholderia cepacia y trasferida a la subdivision

beta de las proteobacterias (51).

Burkholderia spp son organismos aerobicos, no formadores de esporas, bacilos
gram-negativos rectos o ligeramente curveados cuyas celulas varian de 1 a 5 pm
de largo y de 0.5 a 1 ym de ancho. Con excepcion de B. mallei, estos organismos
son maviles por la presencia de uno o mas flagelos polares. Son nutricionalmente
muy versatiles, utilizan una variedad de carbohidrates, alcoholes y aminoacidos
como fuentes de carbon y energia (24,25). A pesar de que son capaces de
sobrevivir y posiblemente crecer a temperaturas bajas (4° (), la temperatura

optima varia entre 30 y 37° C.
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1.2.2 EPIDEMIOLOGIA DE B. cepacia

Los organismos pertenecientes a la especie Burkholderia son habitantes del
medio ambiente y no son considerados parte de la flora humana normal. Tienen
una distribucién mundial y se encuentran naturalmente abundantes en suelo,

agua y plantas (52).

La distribucion natural de B. cepacia esta siendo intensamente estudiada, por su
uso como agente de control biolégico en la bioremediacion de suelos
contaminados con desechos toxicos y herbicidas, y por su patogenicidad en

pacientes con fibrosis quistica.

B. cepacia es capaz de sobrevivir sobre o dentro de equipo médico y
desinfectantes (53). Tienen una capacidad intrinseca que les confiere resistencia
a una gran cantidad de agentes antimicrobianos, lo cual también contribuye a la
supervivencia del organismo en hospitales. La adquisicion humana de B. cepacia
resultante en colonizacion o infeccién es debido normalmente al contacto directo
con comida contaminada; soluciones médicas, incluyendo desinfectantes como el
cloruro de benzalconio; y aparatos tales como equipos respiratorios, los cuales

son ampliamente utilizados durante la terapia de pacientes con FQ (54).

La acumulacién de nuevos casos de infeccion en algunos centros y la disminucion

de colonizacion en nuevos pacientes después de la segregacion de pacientes
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colonizados de los no-colonizados en otros centros, sugirio que B. cepacia podia
ser transmitida entre pacientes con FQ (55). Esto fue comprobado por varios
estudios (56-58) que demostraron que cepas de B. cepacia pueden transmitirse
entre pacientes con FQ via admisiones simultaneas a hospitales o por contacto
social fuera de hospitales. Como resultado de estos descubrimientos, se
establecieron nuevas guias muy estrictas para reducir el riesgo de adquisicion de
B. cepacia. Estas incluyeron la disminucién de patrocinios y apoyo para
campamentos de verano para pacientes con FQ y segregacion de pacientes
colonizados. La implementacidén de estas medidas severas para el control de
infecciones ha tenido un enorme impacto en las vidas de pacientes con FQ,

aunque no todos los pacientes aceptan tales medidas (59).

Otro factor importante es el hallazgo del aislamiento de B. cepacia del aire de
habitaciones ocupadas por pacientes colonizados, sugiriendo que la diseminacion
puede ocurrir por aerosol al igual que por contacto directo con pacientes o
ambientes contaminados (60,61). Adicionalmente a ésto, se han reportado casos
en los que personas que no padecen FQ han resultado infectadas y desarrollado
neumonias graves debido a la transmision de cepas altamente transmisibles a

partir de pacientes con FQ (62).

-10 -
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1.2.3 IMPORTANCIA CLINICA (patogénesis)

Durante los afios 1980s, B. cepacia emergié como un patdégeno nosocomial
multiresistente en pacientes inmunacomprometidos. Jarvis y cols. (63) analizaron
la base de datos de infecciones nosocomiales en EE.UU. de 1980 a 1985 y
encontraron que el rango de infeccion por B. cepacia era de 2.4/100,000
muestras de pacientes, con un significante aumento de infeccidon durante este
periodo. Este estudio no identificé especificamente cultivos de pacientes con FQ;
sin embargo, es interesante y preocupante observar que el sitio mas frecuente de
infeccion por B. cepacia fue el tracto respiratorio inferior (31%) y que tales

infecciones eran con frecuencia asociadas a mortalidad.

El primer reporte de colonizacion pulmenar con B. cepacia en pacientes con FQ
aparecio a principios de 1970 (64), seguido de una década después por un reporte
de complicaciones clinicas asociadas con neumonia y septicemia por B. cepacia
en un paciente de 17 anos (65). Es importante resaltar el reporte de septicemia,
ya que la diseminacion sistémica de otros patogenos (como P. aeruginosa) de vias

aéreas infectadas es rara en pacientes con FQ.

A principio de los afos 1980s, los estudios de Isles y cols. (29) y Tomasen y cols.
(66) demostraron un elevado indice de cultivo de 8. cepacia en dos centros de FQ
en Norte América, lo cual acapard la atencion sobre la emergencia de este

organismo COmo una amenaza importante para la comunidad con FQ.

-11 -
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La intranquilidad entre pacientes con FQ y familiares, clinicos, y servidores de
salud con respecto a la colonizacion por B. cepacia se debe a tres grandes
preocupaciones que previamente no se asociaban con P. aeruginosa.

Primero: aproximadamente el 20% de los pacientes colonizados sucumben al
conocido “sindrome cepacia,” caracterizado por una neumonia con fiebre,
bacteremia, elevacién del indice de sedimentacion de eritrocitos y leucocitosis,

culmina en un rapido y fatal deterioro clinico (29).

Segundo: ademas de su potencial virulencia, la evidencia de su transmisidn
paciente-a-paciente ha llevado a la segregacion de individuos positivos para B.
cepacia. Esta segregacion establece dificultades en el manejo de clinicas de FQ y

rompimientos devastadores de contacto social (16,17,67).

Tercero: la resistencia caracteristica de B. cepacia a multiples drogas ha ilevado

a una carencia de terapias antimicrobianos efectivas (68).

La colonizacién por B. cepacia nunca ha alcanzado niveles de prevalencia del 80%
como se encuentra para P. aeruginosa (69). En la mayoria de las clinicas, B.
cepacia se aisla de menos del 10% de los pacientes; sin embargo, la prevalencia
en algunos centros regionales puede alcanzar hasta el 40% (70). Una vez
colonizados por B. cepacia los pacientes pueden sufrir varias evoluciones clinicas,
mientras que algunos permanecen asintomaticos, otros sufren un acelerado

deterioro de la funcion pulmanar y algunos sucumben al “sindrome cepacia”.

12
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1.2.4 CULTIVO Y AISLAMIENTO

Las consecuencias sociales y psicologicas de la segregacion de pacientes positivos
para B. cepacia conllevan a una gran responsabilidad por parte de los

laboratorios microbiologicos hacia una precisa identificacion de este organismo.

La especie Burkholderia crece en agar MacConkey, pero se prefieren para su
aislamiento el uso de medios selectivos especificos con habilidad de inhibir P.
aeruginosa. Son Utiles tres medios, PC, OFPBL y BCSA para el aislamiento de B.
cepacia de secreciones respiratorias de pacientes con FQ (24,25). Sin embargo,
{os tres medios tienen desventajas y pueden permitir el crecimiento de otras
bacterias relacionadas. En un estudio reciente se indicd que menos de la mitad
de los centros en E.U.A. encuestados emplean medios selectivos especificos para
B. cepacia, o incuban los cultivos por periodos prolongados, conduciendo ambas

practicas a aumentar la aparicion de este organismo (71).

Por su importancia en enfermedades pulmonares en paciente con FQ y el
aislamiento de pacientes infectados, la taxonomia y métodos para la
identificacion de B. cepacia han sido el objetivo de intensas investigaciones en
los ultimos anos. Algunas caracteristicas bioquimicas clave de B. cepacia incluyen
una reaccidn oxidasa positiva en el 86% de los aislados, actividad lisina
descarboxilasa en el 80% de los aislados, y utilizacion de una amplia variedad de

mono- y disacaridos incluyendo lactosa (24).

-13-
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La diferenciacion de ciertos aislados de B. cepacia de aislados de R. pickettii y B.

gladioli logra ser bioquimicamente muy complicada.

La mayoria de los laboratorios utilizan sistemas comerciales en lugar de pruebas
bioquimicas convencionales para la identificacion de la especie Burkholderia y
organismos fenotipicamente relacionados. Evaluaciones recientes (30-34) de
varios sistemas comerciales han demostrado una pobre precision en la

identificacion de B. cepacia, 8. ¢ladioli y R. pickettii.

Los aislados de B. cepacia son erroneamente clasificados como otras especies, y
otras especies resultan erroneamente clasificadas como B. cepacia. No obstante,
para pacientes con FQ, es esencial una precision lo mas cercanamente posible al
100%, ya que pacientes infectados © colonizados por esta bacteria
frecuentemente son médica y socialmente rechazados debido a la preocupacion

sobre el esparcimiento del organismo a otros individuos con FQ (56).

Cuando B. cepacia, B. gladioli, R. pickettii, S. maltophilia y Alcaligenes spp. son
identificadas por un sistema comercial en una muestra de esputo de un paciente
con FQ, la identidad del aislado debera ser confirmada por pruebas bioquimicas

adicionales o tecnicas moleculares.

-14-
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1.2.5 SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

B. cepacia es uno de los organismos mas resistentes a agentes
antimicrobianos encontrados en el laboratorio clinico. Este organismo es
usualmente susceptible solo a piperacilina, azlocilina, cefoperazona,
ceftazimida, cloramfenicol, y trimetoprim-sulfametoxazol. La susceptibilidad a
imipenem y meropenem es variable, y un pequeio porcentaje de aislados puede
ser susceptible a kanamicina (43).

Cepas aisladas de pacientes con FQ que han recibido tratamiento repetido de
antimicrobianos seran frecuentemente resistentes a todos los agentes

antimicrobianos conocidos (72).

1.2.6 TAXONOMIA DEL COMPLEJO B. CEPACIA

Pseudomonas cepacia fue originalmente descrita por Walter Burkholder en 1950
como el agente causal de la descomposicion de la cebolla (Figura 2) (50). En
1992, Yabuuchi y col. (51) se basaron en las secuencias del gen 16S rRNA, valores
de similitud DNA-DNA, lipidos celulares, composicion de acidos grasos y
caracteristicas fenotipicas; y propusieron que P. cepacia y seis otras especies
pertenecientes al grupo RNA Il del genero Pseudomonas, fueran transferidas al

nuevo genero Burkholderia.

- 18-
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Figura 2. Comparacién de una cebolla infectada por B. cepacia (izquierda) con una cebolla sana
(derecha). Foto tomada en el Departamento de Patologia de Plantas, Washington State
University.

A partir de los anos 1990 en adelante, varios investigadores observaron que habia
una marcada heterogeneidad entre cepas de “B. cepacia” aisladas de diferentes
nichos ecologicos. Estas cepas fueron tentativamente clasificadas como “B.
cepacia” utilizando diversas técnicas. Esta heterogeneidad entre cepas hizo
problematica la correcta identificacion, y las evaluaciones de las técnicas

utilizadas mostraron que no eran lo suficientemente sensibles o especificas o

ambas.

-16 -
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La marcada diversidad entre las presuntas cepas “B. cepacia” y la carencia de
esquemas confiables de identificacion, condujeron a Vandamme y cols. (20) a
realizar un estudio taxondmico polifasico que demostré que estas presuntas
cepas de “B. cepacia” aisladas de pacientes con FQ y otras fuentes, pertenecian
por lo menos a cinco especies genomicas distintas o genomovares (el término
genomovar fue introducido para denotar especies gendmicas fenotipicamente
similares). Este grupo de cinco genomovares fue nombrado como: el “complejo

B. cepacia”.

Estudios posteriores han identificado por lo menos nueve genomovares que
constituyen el complejo (Fig. 3). Seis de los genomovares han recibido los
siguientes nombres de especie: B. cepacia (se preserva para el genomovar |), B.
multivorans (genomovar I\) (20), B. stabilis (genomovar V) (73), B. vietnamiensis
(genomovar V) (74) y B. ambifaria (genomovar VIl) (22). B. cepacia genomovares
Iy VI esperan nombres de especie si se encuentran pruebas simples de
diferenciacién fenotipicas. El nombre 8. anthina ha sido propuesto para cepas
del genomovar VIl y la especie B. pyrrocinia (23) ha sido nombrada como el

genomovar X,

17 -
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Figura 3. Arbol filogenético de la secuencia del gen rec4 indicando la presencia de los nueve

genomovares del complejo B. cepacia (18).
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1.2.7 IDENTIFICACION DE GENOMOVARES BASADO EN EL GEN recA

Los genomovares del complejo B. cepacia estan estrechamente relacionados, con
muy pocas reacciones bioquimicas capaces de diferenciarlos y se requiere de

multiples pruebas para su identificacion precisa (19).

Existe suficiente variacion en la secuencia nucleotidica del gen recA para
permitir la discriminacion de los genomovares descritos (36). El andlisis de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) del gen recA,
puede servir como un medio primario para identificar la diversidad taxonomica
entre aislados (36}, habiendose encontrado mas de 50 patrones de restriccion del
gen recA al ser digerido con la endonucleasa de restriccion Haelll. Los patrones
de RFLP nuevos que no correlacionan con un genomovar conocido pueden ser
sometidos a secuenciacion para permitir una determinacion del genomovar
(19,36). La variacion en la secuencia del gen recA divide cepas del genomovar Il

en dos subgrupos diferentes: (II-A y [I[-B.

Hasta la fecha se han encontrado fragmentos del gen recA con suficiente
variacion nucleotidica en donde ha sido posible disefiar iniciadores especificos de

especie para los genomovares | al VII.
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Los iniciadores para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), BCR1 y BCR2,
originalmente disenados por Mahenthiralingam y col. (36) para amplificar la
secuencia completa del gen recA, permanecen altamente especificos para las
bacterias del complejo B. cepacia y no tienen reaccion cruzada con otras
especies de Burkholderia relacionadas u otros patdgenos comunes en pacientes
con FQ como P. aeruginosa. Esta especificidad ha llevado a la aplicacion exitosa
de la técnica de PCR para la amplificacion del gen recA directamente de esputo
de pacientes con FQ (37,38). Esta prueba directa para infecciones sospechosas
por el complejo B. cepacia puede resultar muy uGtil en el control de infecciones
hospitalarias, asi como para el manejo clinico de cualquier paciente que se

sospeche esté infectado con la bacteria.

1.2.8 GENOMOVARES PREVALENTES EN INFECCIONES DE PACIENTES CON FQ.

A partir de la descripcion inicial de los cinco genomovares dentro del complejo B.
cepacia, fue claro que las cepas de cada genomovar pueden causar infeccion en
pacientes con FQ (20). A causa del gran desarrollo de pruebas rapidas y
ampliamente aplicables para la identificacion de cada genomovar, se ha
examinado (a prevalencia de cada especie del complejo B. cepacia por medio de
analisis sistematicos en E.U.A. (75) y Canada (76). Asimismo, se ha publicado un
estudio mas pequeiio examinando la prevalencia y epidemiologia del complejo B.
cepacia entre pacientes con FQ que atienden cuatro centros de tratamiento en

Italia (77).
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Un resumen de los resultados de estos estudios se presenta en la Tabla 1.
Estudios basados en el analisis de aislados del complejo B. cepacia han
demostrado que el genomovar i y B. multivorans (genomovar 1) son las especies
predominantes y con mayor grado de virulencia en pacientes con FQ (20,36).

B. cepacia genomovar Ill es el genomovar mas prevalente en FQ, causando >50%
de las infecciones en todas las poblaciones de FQ examinadas (Tabla1). B.
multivorans es la segunda especie mas predominante en FQ (Tablal). La
prevalencia de todos los genomovares restantes del complejo B. cepacia es a lo
maximo el 5% en las poblaciones examinadas. Con estas observaciones se
concluye que B. cepacia genomovar |ll y B. multivorans causan el 95% de las
infecciones.

Tabla 1. Prevalencia de genomovares del complejo B. cepacia en tres poblaciones de pacientes
con FQ.(%)

Genomovar EE.UU. Canada Italia Promedio
(606 (475 (59
pacientes) pacientes)  pacientes)
Genomovar | 2.6 0.2 4.8 2.5
B. multivorans 37.8 9.3 4.8 17.3
Genomovar | 50.0 80.0 72.6 67.5
B. stabilis 0.2 3.8 3.2 2.4
B. vietnamiensis 5.1 1.6 0 2.2
Genomovar VI 2.0 0 0 0.7
Genomaovar VI 0.7 0 0 0.2
Indeterminado 1.6 1.8 14.5 5.9
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CAPITULO Il

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion.

Los pacientes con FQ son extremadamente susceptibles a infecciones pulmonares
por una variedad de flora bacteriana. En los ultimos 20 afos, Burkholderia
cepacia ha sobresalido como un patégeno oportunista en pacientes con FQ, asi
como también en pacientes inmunocomprometidos sin FQ. Esta bacteria implica
un gran problema en esta poblacién de pacientes aumentando (a morbilidad y
mortalidad drasticamente, resultando ésto en una mala prognosis para el

infectado.

Debido a la gravedad del problema, la deteccion temprana del complejo B.
cepacia, que esta constituido de 9 especies o genomaovares diferentes, es
extremadamente importante para pacientes con FQ. Paor su complejidad
taxonomica, la identificacion de dicho complejo de patdgenos ha resultado un
reto dificil para microbiologos clinicos. Actualmente, los sistemas comerciales de
identificacion fenotipica tienen significantes variaciones en su capacidad de
identificar adecuadamente el complejo B. cepacia y no diferencian entre

genomovares individuales.
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Con el propodsito de resolver estos problemas, se implementé un método de
diagnostico molecular para facilitar la deteccion precisa e identificacion del
complejo B. cepacia y la diferenciacion de sus genomovares para la

determinacién de la frecuencia en el grupo de pacientes estudiados.

A la fecha no existen reportes sobre la prevalencia de colonizacion por B. cepacia
en pacientes con FQ en México. De hecho, la Asociacion Mexicana de Fibrosis

Quistica declard libre al pais de este patdgeno.

El uso de novedosas técnicas de laboratorio para la adecuada deteccidon de los
organismos del complejo directamente de expectoraciones de pacientes, sera de
gran ayuda para pacientes y centros de FQ, para establecer registros nacionales
de FQ, y proveer bases para futuros estudios. El mejoramiento del diagndstico de
infecciones causadas por miembros del complejo B. cepacia y otros organismos
similares ayudaran enormemente al tratamiento rapido y especifico de la

infeccion.
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2.2 OBJETIVO GENERAL

Establecer el diagnostico molecular y determinar ia frecuencia de los
genomovares del Complejo Burkholderia cepacia directamente de

expectoraciones de pacientes con fibrosis quistica.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

[. Realizar el aislamiento e identificacion microbiologica del CBC a partir de

muestras de expectoracion en paciente con FQ.

ll. Estandarizar la metodologia de deteccion y diferenciacion del CBC por

métodos moleculares.

IIl. Determinar la especificidad y sensibilidad del método molecular.

V. Comparar los resultados obtenidos en el diagndstico molecular con con los

del diagnostico microbiologico.
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CAPITULO 1lI

ESTRATEGIA GENERAL

Para cumplir los objetivos planteados, se disena la estrategia experimental abajo
esquematizada (Fig 4). Se tomod la muestra, una porcién se analizo en el

laboratorio de microbiologia y la otra en genética molecular.

Expectoracion del paciente

JAEIE FLANING v— | v

Especificidad Laboratorio Laboratorio
Sensibilidad Molecular Micrabiolégico
] ]
'z L \4 Y
Pasitivo para B. Negativo == Positivo Negativo
cepacia

ldentificacion del 5 Analisis PCR-recA del
genomovar aislado (4-5 dias)

(2 dias)

Negativo para el
Complejo B. cepacia

Figura 4.- Esquema de la estrategia general seguida durante el estudio para la deteccion del CBC.
Porciones de la misma muestra se analizaran en los laboratorios de genética molecular y de
microbiologia. En el caso de obtener resultado positivo por genética molecular se identifico el
genomovar y de resultar pasitivo por microbiologia se corrobord por genética molecular.
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1.

Se recolectaron un total de 40 muestras de esputo de 23 pacientes con

fibrosis quistica.

. De cada muestra se extrajo el DNA bacteriano utilizando la

descontaminacion y licuefaccién de la muestra con N-acetil-L-cisteina-

NaOH y lisis de pared bacteriana con cambios drasticos de temperatura.

. Todas las muestras fueron verificadas para la exitosa extraccion de DNA

bacteriano mediante PCR con los iniciadores UNI2 y UNI5 universales para

bacterias.

El DNA aislado se analizé para la presencia del CBC utilizando los

iniciadores BCR1 y BCR2.

. Las muestras paositivas se analizaron para la determinacion del genomovar

con iniciadores especificos de especie y PCR-RFLP (Fig. 5j.

. El analisis micrabiologico consistid en el cultivo de la muestra en medio

selectivo y no selectivo e incubacion a 37 °C.

A las colonias sospechosas se les realizo prueba de oxidasa y fueron

identificadas por el sistema comercial APl 20NE (Fig. 6).

. Se compararon los resultados obtenidos por los dos métodos.
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Figura 5. Esquema de la Estrategia Molecular para la deteccion del CBC. De una porcion de la
muestra descontaminada se extrajo el DNA mediante lisis celular por cambios drasticos de
temperatura y extraccion fenol:SEVAG. Este DNA, fue utilizado como templado para
reacciones de PCR posteriores.
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Figura 6. Esquema de la Estrategia Microbioldgica para la deteccion del CBC. Una porcion de
la muestra se cultivdo en medio selectivo y medios no-selectivos, seguidos de incubacion a
37°C. Se levantaron colonias sospechosas para realizar la prueba de oxidasa y el sistema de

identificacion bioquimica.
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CAPITULO IV

MATERIAL Y METODOS

4.1 Area de trabajo, reactivos y equipo.

4.1.1 Area de trabajo.

El trabajo se llevé a cabo en ta Unidad de Diagnoéstico Molecular (UDM) del
Departamento de Bioguimica de la Facultad de Medicina de la UANL y en el
Centro Regional de Control de Enfermedades Infecciosas del Departamento de

Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UANL.

4.1.2 Material Biolégico.

El material biolégico utilizado consistio de 40 muestras de esputo de 23 pacientes
con FQ que normalmente consultan el Centro de Prevencidn y Rehabilitacion de
Enfermedades Pulmonares Cronicas (CEPREP), Instituto Mexicano del Seguro

Social (IMSS) e instituciones privadas.

4.1.3 Reactivos quimicos.

Los reactivos utilizados para la extraccion de DNA bacteriano a partir de las
muestras de esputo fueron: N-acetil-L-cisteina, NaOH, Citrato trisédico, Triton X-
100, Tween 20, Tris-HCl, EDTA, lisozima, proteinasa K y fenol, adquiridos de
Sigma-Aldrich Chemical Company (Saint Louis, MD, EUA), etanol, alcohol

isoamilico y cloroformo de Merck (Méxica, D. F.).
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Para la realizacion de la PCR, los reactivos se obtuvieron de las siguientes casas
comerciales: los iniciadores se adquirieron de Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA), (a
Tag polimerasa de Promega (Madison, WI, EUA), al igual que el cloruro de
magnesio, dNTPs y Buffer. Las endonucleasas de restriccion Haelll, Mn/1 y Ddel se
adquirieron de New England Biolabs (NEB, Beverly, MA, EUA).

Para la electroforesis en geles de agarosa se utilizd: agarosa, trizma base, EDTA,
azul de bromofenol, xilencianol y bromuro de etidio de Sigma-Aldrich Chemical

Company (Saint Louis, MO, EUA).

4.1.4 Material consumible.

Los tubos de microcentrifuga (0.2, 0.5, 1.5 y 2.0 ml), las puntillas (0.01, 0.2 y
1.0 ml) para las micropipetas de precision y los guantes de latex fueron
adquiridos de Cell Associates (Houston, TX, EUA). El medio selectivo Burkholderia
cepacia selective media (BCSA) y los suplementos de antibidtico fueron
adquiridos de Oxoid (Basingstoke, United Kingdom).

Los sistemas comerciales de identificacion APl 20NE de Biomerieux Viteck Inc.

(Hazelwood, MO, EUA).

4.1.5 Equipo.
Se utilizd una microcentrifuga de mesa Eppendorf 5415 C (Westbury, NY, EUA),
un vortex Maxi Mix 1l Thermoline tipo 37600 (Dubugque, A, EUA), una

balanzagranataria Sartorius modelo 1206 MP (Cambh, Gottingen, Alemania),
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thermomixer eppendorf AG 22331 Hamburg (Westbury, NY, EUA) una placa

agitadora con control de temperatura marca Corning modelo PC320 (NY, EUA).

Los termocicladores utilizados fueron: un termociclador PTC-100 de 96 pozos de
0.2 ml, MJ-Research (Watertown, MA, EUA) y un termociclador GeneAmp 2400,
Perking Elmer Applied Biosystem.

Para el analisis de los productos amplificados por PCR, se utilizaron camaras de
electroforesis horizontal Fotodyne (Hartland, WI, EUA) y una fuente de poder de
Gibco-BRL modelo 250 (Gaithersburg, MD, EUA). Para analizar los geles de
agarosa, se utilizo el equipo fotodocumentador UVP Gel Documentation, Image

Analysis Software.

4.1.5.1 Apoyo computacional.

El procesamiento de datos fue realizado en una computadora portatil Toshiba y
un sistema de analisis dimensional de geles compatible con PC, constituido de
una camara de video, una fuente de luz UV y una computadora.

El procesador de texto utilizado fue Microsoft Word XP Home Edition (Microsoft
Corporation), procesador grafico Microsoft Photo Editor (Microsoft Corporation).
Alineamiento de secuencias nucleotidicas con DNAMAN versién 5.2.2 Lynnon
BioSoft. Los programas utilizados via INTERNET fueron: Entrez NCBI (Nacional
Centre for Biotechnology Information), BLAST Network Service (Blaster), Gene
Bank (JCEBERG, Trieste, Italia), CLUSTALW, el programa utilizado para

comunicacion en la red fue Microsoft Internet Explorer 6.0,
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4.2 Metodologia

4,2.1 Poblacion estudiada,

Para nuestro estudio clinico, se colectaron muestras de esputo de pacientes que
padecen FQ y que consultan el CEPREP, instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) e Instituciones privadas en Monterrey, N.L., durante un periodo de 10
meses entre 2002-2003. Este grupo lo conformaron 20 nifios con edades entre 1 a

11 anos y 3 Adultos entre 29 a 33 anas (13 hombres, 10 mujeres).

4.2.2 Coleccion de muestras de esputo.
Las expectoraciones fueron colectadas, y una porcion de cada muestra se analizo
para B. cepacia y otras bacterias por cultivo y el resto de la muestra se congelo a

-70° C hasta su analisis por PCR.

4.2.3 Controles de cepas bacterianas.

Los organismos controles (cepas J2315 y BC5) fueron amablemente
proporcionados por el Dr. Jests Caballero-Mellado del Centro de Investigacion
sobre fijacion de Nitrégeno (UNAMj y la cepa ATCC 25416 directamente del
American Type Culture Collection, como tambien de cepas almacenadas en el

Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UANL.
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4.2.4 Cultivo e identificacion.

Las muestras de esputo fueron cultivadas directamente en agar chocolate, agar
sangre, ASAFE, EMB y en medio selectivo BCSA (Oxoid, Basingstoke, United
Kingdom)(78) a 37°C por 48 h y en el medio BCSA por 5 dias. El andlisis fenotipico
se realizo por el sistema de identificacion comercial APl 20NE (Biomerieux Viteck
Inc., Hazelwood,Ma.} siguiendo las instruccicnes recomendadas. A las uitimas 3
muestras analizadas se les realizé un proceso previo de descontaminacion con

solucion 2% N-acetil-L-cisteina- 2% NaoH antes de su cultivo en placas.

4.2.5 Extraccion de DNA de cultivo bacteriano.

Varias colonias de un cultivo fresco se resuspendieron en 1 ml de Buffer TE 1X vy
se centrifugaron a 10,000 x g por 10 min. Se eliminé el sobrenadante, el
sedimento de bacterias se resuspendié en 0.2 ml de Buffer de extraccion (1%
Triton X-100, 0.5% Tween 20, 10mM Tris-HCL, pH 8.0 y 1mM EDTA), se agregaron
150 pg de lisozima se incubd a 37°C por 30 min seguido por incubacion con 1 mg
de proteinasa K a 72°C por 10 min en agitacidn continua. Después de un paso
corto de centrifugacién a 3,600 x g por 5 min se tomd el sobrenadante y el DNA
se extrajo con un volumen igual de fenol:sevag, este se precipitd con etanol
absoluto frio y se realizé un lavado con etanol al 70% para eliminar el exceso de
sales, la pastilla de DNA obtenida se dejo secar a temperatura ambienta para
eliminar los rastros de etanol, una vez completamente seca se resuspendio en

una cantidad entre 50 y 80 pl de TE 1X, se almacend a -20°C hasta su anatisis.
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4.2.6 Extraccion de DNA de muestras de esputo.

Las muestras de esputo fueron tratadas con el método de Reischl y col. (79) con
algunas variantes. En breve, aproximadamente 1 ml de esputo se mezclé con un
volumen igual de solucion 2% N-acetil-L-cisteina-2% NaOH y se dejo reposar a
temperatura ambiente hasta lograr licuar el esputo o maximo 1 hora
(dependiendo de la viscosidad de la muestra). Se centrifugd a 10,000 x g por 10
min, el sedimento de bacterias se resuspendié en 0.2 ml de Buffer de extraccion
y la lisis de la pared bacteriana se realizo por cambios drasticos de temperatura
por 20 min a -80°C seguido de calentamiento a 100°C por 1 min. Este paso se
repitié por 5 ciclos mas. La muestra se incubd por 30 min a 37°C con 150 ug de
lisozima para asegurar la completa lisis de las bacterias seguido de una
incubacion con 1 mg de proteinasa K a 72°C por 10 min. Después de un paso de
centrifugacion a 3,600 x g por 5 min el sobrenadante se extrajo con un volumen
igual de fenol:sevag, precipitando con etanol absoluto frio y resuspendiendo en
TE 1X. Para confirmar la exitosa extraccion de DNA bacteriano de las muestras,
se utilizaron los iniciadores UNIZ y UNI5 universales para bacterias (36)(ver tabla

3), que flanquean una secuencia del gen 16S rDNA de todas las bacterias.

4.2.7 Analisis molecular para B. cepacia.

Para el analisis por PCR se utilizé un termociclador GeneAmp 2400, Perking Elmer
Applied Biosystem. La secuencia completa del gen recA del complejo B. cepacia
(1,040 pb) se amplifico utilizando los iniciadores BCR1 y BCR2 (36)(Tabla 3), que

flanquean los extremos 5°y 3 del locus del gen recd respectivamente.
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Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 50 yl con Buffer de
PCR 1X, ZmM MgCl,, 200 uM (cada) dNTP, 150nM de cada BCR1 y BCR2, 5%
(vol/vol) dimetilsulfoxido (DMSQ), 3 U Taq DNA polimerasa (Promega) y 5 yl de
DNA (Tabla 2). Una reaccion control, conteniendo agua en lugar de DNA, se

agrego en cada PCR.

El programa de PCR consistio en un paso inicial de hot-start de 3 min a 95°C,
seguido por los pasos de desnaturalizacion a 95°C por 1 min, alineamiento a 58°C
por 1 min y extensién a 72°C por 1,5 min repetido por 40 ciclos y finalmente un

paso de extension a 72°C por 10 min.

Tabla 2. Condiciones de PCR para la amplificacion del recA

[ Reactivos I Volumen Concentracio |
Buffer 10X 5l 1r;(
MgCl; (25 mM) 4 ul 2 mM
dNTPs (10 mM) 1 ul 200 pM
Oligo BCR1 (5 pM) 1.5 ul 150 nM
Oligo BCRZ (5 pM) 1.5 pl 150 nM
DMSO 2.5 pl 5%

m Tag. polimerasa 0.6 ul 3u

o Tyt -
DNA 5pl
Volumen final 50 pl
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4,2.8 Electroforesis en gel de agarosa.

Después de cada amplificacion los productos obtenidos se verificaron en geles de
agarosa al 1.5%. El gel de agarosa al 1.5% se prepard en solucion Buffer TBE 1X
(0.089 M Tris-Borato y 0.089 M acido bérico; pH=8), disolviendo en éste la
agarosa con calor. La agarosa liquida se vacio a un molde de electroforesis y una
vez que esta gelificd a temperatura ambiente, el gel se depositd en una camara
de electroforesis y se cubrid con Buffer TBE 1X. Se mezclaron 17 pl de cada
reaccion y 2 pl de jugo azul 6X (0.3% azul bromofenol, 0.3% xilencianol y 30%
glicerol). Se realizo la electroforesis, inicialmente a 60 ¥ mientras se internaban
las muestras y el colorante en el gel y posteriormente a 110 V por 1 hora
(dejando correr el azul de bromofenol tres cuartas partes del gel). Concluida (a
electroforesis, el gel se tiid en una solucién de bromuro de etidio a 2 pg/mt por
5 o 10 minutos para después lavarse varias veces con agua corriente para
remover exceso de bromuro y asi proceder a su observacion en el transiluminador

de luz UV,

4.2.9 Identificacion de los genomovares.

La identificacion de los genomovares se realizo utilizando los iniciadores
descritos anteriormente (36) especificos para los primeros 5 genomovares y los
iniciadores descritos por Drvinek y col. (38) para los genomovares VI y Vi,
utilizando como templado 1pl de producto amplificado de la reaccién con

iniciadores BCR1 y BCR2 (Tabla 3).
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Tabla 3. Iniciadores utilizados en este estudio

Especificidad y nombre
del iniciador

Secuencia (5'a3")

Temperatura de
alineamiento (°C)

Tamano del
producto (pb)

Universal 165 rDNA
UNIZ
UNL5

Complejo B. cepacia recA
BCR1
BCR2

B. cepacia genomovar |
BCRGI1
BCRGI2

B. multivorans (Bm)
BCRBM1
BCRBM2

B. cepacia genomovar I-A
BCRG3A1
BCRG3AZ

B. cepacia genomaovar Ili-B
BCRG3B1
BCRG3B2

B. cepacia genomovar [V
BCRG41
BCRG42

B. vietnamiensis
BCRBV1
BCRBY2

B, cepacia genomovar V|
BCRBM1
c6-3 *

B. ambifaria
BCR1
CA-3 *

GACTCCTACGGGAGGCAGCAG
CTGATCCGCGATTACTAGCGATTC

TGACCGCCGAGAAGAGCAA

CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC

CAGGTCGTCTCCACGGGT
CACGCCGATCTTCATACGA

CGGCGTCAACGTGCCGGAT
TCCATCGCCTCGGCTTCGT

GCTCGACGTTCAATATGCC
TCGAGACGCACCGACGAG

GCTGCAAGTCATCGCTGAA
TACGCCATCGGGCATGCT

ACCGGCGAGCAGGCGCTT
ACGCCATCGGGCATGGCA

GGGCGACGGCGACGTGAA
TCGGCCTTCGGCACCAGT

CGGCGTCAACGTGCCGGAT

TGATGAAGATCACGAGGCAA

TGACCGCCGAGAAGAGCAA

CCTCGGCTTCGTCGTGGA

60

58

62

62

62

60

64

62

62

62

1,020

1,040

492

714

378

781

647

378

260

1,030

* Iniciadores disenados por Drvinek y col. (38). El resto de los iniciadores fueron disefados por

Mahenthiralingam y col. (36).
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Asimismo, se realizé un analisis mediante RFLP, donde los amplicones de recA del
CBC fueron digeridos con las endonucleasas de restriccion Haelll y Mn/l. Los
amplicones fueron agregados a la endonucleasa junto con el Buffer de la enzima
apropiado, siguiendo las instrucciones recomendadas, antes de incubar a 37°C

por 16 horas.

El gen 16S rDNA de las bacterias identificadas como B. cepacia se digirieron
también con la endonucleasa Ddel y el patron se comparo con los anteriormente
reportados (36). Los patrones de restriccion se observaron en geles de agarosa al

2.5%.

4.2.10 Limites de deteccién del sistema molecular.

Para determinar la minima cantidad de organismos del complejo 8. cepacia
detectables en esputo mediante la amplificacion de recA por PCR, se siguio la
misma técnica anteriormente reportada por McDoweld y cols (37), la cual
consistio en lo siguiente: Inicialmente se toma una muestra de esputo de un
paciente con FQ, negativa para la presencia de la bacteria. La muestra se trata
en la forma convencional para la licuefaccion y se divide en 6 alicuotas de 1 ml
cada una. A estas se les inoculan concentraciones conocidas de la cepa

seleccionada de la bacteria (control positivo) (105, 107, 10° y 10° UFC/ml).
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El nimero de organismos inoculados en cada muestra de esputo fue determinado

por dilucion y siembra en placa para lo cual se utilizo incubacion por 48 hrs a

37°C.

El DNA se extrajo a partir de las muestras de esputo inoculadas con las diferentes
concentraciones de bacteria, siguiendo las condiciones previamente descritas
para la extraccion y se realizo [a amplificacion por PCR del gen recA también
descrito previamente. Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa

como se describid anteriormente.

4.2.11 Especificidad del método molecular. Debido que las muestras de esputo
de pacientes con FQ contienen un rango de diferente flora bacteriana, fue
importante corroborar que los iniciadores BCR1 y BCR2 ng reaccionan con otros
organismos comunmente encontrados en tales muestras. Por tanto se realizaron
reacciones de PCR para diferentes cepas patogenas que comunmente infectan el
tracto respiratorio de pacientes con FQ (P. aeruginosa, H. influenzae, 5. aureus),
con los iniciadores especificos para el complejo B. cepacia y se verifico si existe

reaccion cruzada de estos con alguna otra bacteria.
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CAPITULO V

RESULTADOS

5.1 Analisis por cultivo de las muestras de esputo.

El patageno aislado con mayor frecuencia de estos pacientes fue P. aeruginasa, y

en mucho menos proporcion, B. cepacia, A. xylosoxidans, P. putida y C.

violaceum (Tabla 4).

Tabla 4, Variedad de patogenos encontrados en las muestras de esputo de los pacientes con FQ

analizadas.
Patégeno Numero de muestras Porcentaje
infectadas (%)
Pseudomonas aeruginosa 37 92.5
Burkholderia cepacia® 1 2.5
Alcaligenes xylosoxidans 1 2.5
Pseudomonas putida
1 2.5
Chromogenes violaceum
1 2.5

* De la muestra del paciente infectado con B. cepacia se aislé e identificd

tambien P. aeruginosa.
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5.2 Prevalencia del complejo B. cepacia.
La prevalencia del CBC en este estudio se determiné tanto por métodos

microbiologicos como moleculares.

5.2.1 Analisis microbioléagico.

Por cultivo, B. cepacia se aislo e identifico a partir de la muestra de un paciente
(4%). Es importante senalar que en el medio selectivo BCSA se observo
crecimiento de varias cepas identificadas posteriormente como P. aeruginosa por
el sistema comercial APl 20NE y confirmadas por PCR-RFLP. Aunque siendo este
medio ampliamente recomendado para el aislamiento de B. cepacia es necesario
realizar pruebas adicionales a las cepas que muestren crecimiento en éste. Es
importante resaltar que de los pécientes con cultivo-negativo, 5 de ellos habian
sido analizados previamente a este estudio y habian tenido muestras de esputo

positivas par cultivo para B. cepacia.

5.2.2 Analisis molecular.

Por el método de PCR, utilizando los iniciadores BCR1 y BCR2, se identificaron 11
pacientes (48%) positivos para B. cepacia (Tabla 5). De la unica bacteria aislada
por cultivo e identificada como B. cepacia, también se comprobo su
identificacion a nivel molecular al obtener una reaccion de PCR positiva con los

iniciadores especificos para B. cepacia.
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TABLA 5. Resultados positivos obtenidos por ambos métodos del analisis de las muestras de

esputo.
Total de pacientes 23 (100%)
Analisis microbiolégico 1 (4%)
Analisis molecular 11 (48%)

5.2.2.1 Extraccién de DNA a partir de muestras de esputo.

Seguido de la extraccion de DNA bacteriano a partir de cada muestra de esputo
se realiz6 una PCR utilizando los iniciadores universales UNI2Z y UNI5 para
bacterias, los cuales amplifican un fragmento de 1,020 pb de la secuencia del
gen 165 rDNA de todas las bacterias, para asi poder verificar el éxito de la

extraccion (Fig 7).

M1 2 3 4 5 6 7
S

. - ¢ i

W

:“QHI--

467— 00

Figura 7. Amplificacion con iniciadores universales para bacterias de muestras de esputo de
diferentes pacientes. Carril 1-6, banda de 1,020 pb correspondiente a 165 rDNA de diferentes
pacientes. Carril 7, control negativo. Carril M: marcador de peso molecular A+Pstl.
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5.3 Determinacion de genomovares mediante iniciadores especificos.

Del producto amplificado de estos 11 pacientes, se realizd el PCR anidado
utitizando los iniciadores especificos para los genomovares (8 juegos de
iniciadores diferentes). De todos se obtuvo reacciéon positiva con los iniciadores
para el genomovar lllI-A y en un solo caso el amplicon de un paciente también fue
positivo para el genomovar IlI-B. EL DNA de la bacteria que se logro aislar por
cultivo en uno de los pacientes también se evalué con los iniciadares para los
genomovares especificos de especie descritas en material y métodos y resultod
negativo para todos éstos, con excepcion de los especificos para B. ambifaria

(genomovar V) (Tabla 6).

Tabla 6. Reacciones positivas y negativas de las diferentes cepas control y del DNA aislado de la
bacteria del paciente con FQ e identificada como B. cepacia con los 8 pares de iniciadores
especificos para cada genomovar.

Genomovar | | m-A | -8 | Iv v vl | Vil
Cepa control + +
genomovar | - - = = - -
Cepa control 4 +
genomovar |l - - - - - -
Bacteria aislada de +
paciente - - - - - - -
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No obstante, como podemos ver en los resultados de la tabla 6, que la reaccion
supuestamente especifica para genomovar VI, también resulté positiva cuando
se utilizan los controles de los genomovar | y lll, indicando una pobre

especificidad de estos iniciadores.

5.4 Determinacién de genomovares mediante PCR-RFLPs.

Se amplifico el gen 165 rDNA de la cepa aislada del paciente e identificada como
B. cepacia y fue digerida con la endonucleasa Ddel que genero el patron tipo 2
(36) (Fig. 8) perteneciente a los genomovares |, lil, IV y VII, descartando asi a los

genomovares restantes.

Gl Glll  Bact

Figura 8. Analisis mediante RFLP del gen 165 rDNA. Carril 1, Cepa ATCC 25416, representante del
genomovar |. Carril 2, Cepa J2315, representante del genomovar Il Carril 3, Bacteria aislada en
este estudio de paciente con FQ. Carril M: marcador de peso molecular (100 pb).
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De las muestras positivas por PCR y de la bacteria aislada por cultivo se digirio el
gen recA con la endonucleasa Haelll (Fig. 9-A), resultando en un mismo patron
para todas ellas. Este patron fue reportado recientemente en Brasil (80) para
cuatro aislados identificados como genomovares IlI-A. El gen recA también fue

digerido con la enzima Mn/| y todas las muestras mostraron el mismo patron (Fig.

9-B).

(B)

Gl Bact Glll
M 1 2 3 4

Figura 9. Analisis mediante RFLP del gen recA. (A) Enzima Haelll. Carril 1, cepa ATCC 25416
(genomovar ). Carril 2, cepa J2315 (genomovar ll1). Carril 3-6, muestras de diferentes pacientes.
Carril 7, bacteria aislada en este estudio de paciente con FQ. Carril M, marcador molecular (100
pb). (B) Enzima Mn/l. Carril 1, ATCC 25416. Carril 2, muestra de paciente. Carril 3, bacteria
aislada. Carril 4, J2315. Carril M: marcador molecular (100 PB).
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5.5 Limite de deteccion.

Una vez que nuestro sistema de deteccion molecular resultd exitoso para fa
deteccion del gen recA de B. cepacia, el siguiente paso, fue determinar \a
sensibilidad de esté método directamente de muestras de esputo utilizando
diluciones de la bacteria (108, 107, 10% y 10° UFC/ml). Se determind el limite de
deteccién utilizando la cepa J2315 perteneciente al genomovar I, que es el
genomovar que con mayor frecuencia se aista de pacientes con FQ. Este método

alcanzé a detectar una concentracidn de 10°UFC por ml de esputo {Fig. 11-A).

5.6 Disefio de nuevos iniciadores.

Con el objetivo de mejorar la sensibilidad previamente mencionada, disenamos
un nuevo juego de iniciadores que amplifican una region interna de 430 pb del
gen recA de B. cepacia (Tabla 7). Para lograr esto, utilizamos programas
computacionates en donde alineamos las secuencias del gen recA de los 9
genomovares en busca de regiones homélogas, donde seria posible basarnos para
el disefio de los nuevos iniciadores capaces de amplificar todos los genomovares
del complejo B. cepacia y que no presentaran reaccion cruzada con otras
bacterias. Una vez obtenidos los nuevos iniciadores, se procedio a estandarizar
las condiciones de la reaccién, aunque finalmente se utilizaron las mismas
condiciones de amplificacion descritas para los iniciadores BCR1 Y BCR2 (Fig. 10

Ay B).
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Tabla 7. Secuencia de 2 pares de iniciadores para la deteccion inicial de organismos del complejo
B. cepacia reportados anteriormente y diseniados para este estudio.

Iniciadores Secuencia (5'a3’) Especificidad Tamado del
producto (pb)

BCR1* TGA CCG CCG AGA AGA CGA A

BCR2* E7C TUCTTC-GIE CAT/COL CIL gen recA-complejo B. cepacia 1,040
Cepi** AAG GTG AGA TGG TCG ATT CGC T

Cep2** CCG ATC TTC TCG CCG TTG TAG gen recA-complejo B. cepacia 430

*

Iniciadores descritos por Mahenthiranlingam y col (36).
** |niciadores disefados en este estudio.

Figura 10. Amplificacion de tres cepas control de B. cepacia utilizando las condiciones_descritas
en material y métodos. (A) Iniciadores BCR1 y BCR2. Carril 1, cepa ATCC 25416. Carnl‘ 2.’ cepa
J2315. Carril 3, cepa BC5. Carril M, marcador de peso molecular, A + Pstl. (B) Iniciadores
diserados en este estudio. Carril 1, ATCC 25416. Carril 2, J2315. Carril 3, BC5. Carril M: marcador
de peso molecular.
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La banda obtenida en la concentracion de 10° UFC/ml con estos nuevos
iniciadores es marcadamente mas intensa que la que se obtiene con los
iniciadores originales bajo la misma condicion de la reaccion. Los iniciadores
disefiados en este estudio tienen una sensibilidad que se encuentra en el rango

de 10° y 10° UFC/ml (Fig. 11-B).

1,159
1,093
805

Figura 11. Limite de sensibilidad de los iniciadores utilizados para detectar B. cepacia. (A)
sensibilidad con iniciadores BCR1 y BCR2. Carril 1, 10° UFC/ml. Carril 2, 107 UFC/ml. Carril 3, 10°
UFC/ml. Carril 4, 10° UFC/mL. Carril M: marcador de peso molecular A + Pstl. (B) Sensibilidad con
iniciadores nuevos, diserados en este estudio. Carriles 1-4 contienen la misma concentracion que
los de la Fig. 4-A.

5.7 Especificidad del método.

Los iniciadores BCR1 y BCR2, si bien ya habian sido evaluados y utilizados en
estudios previos, han demostrado su fiel especificidad hacia los organismos del
complejo B. cepacia. Las reacciones de PCR utilizando estos iniciadores con
cepas de bacterias normalmente encontradas en pacientes con FQ (P.

aeruginosa, H. influenzae, S. aureus) no tuvieron reaccion positiva (Fig 12).
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Figura 12. Especificidad de los iniciadores BCR1/BCR2. Carril 1-3, cepas controles positivos ATCC
25316, J2315, BCS. Carril 4-6, cepas P. aeruginosa, S. aureus y H. influenzae. Carril C-, control
negativo. Carril M: marcador de peso molecular A+Pstl.

5.8 Evaluacion del efecto de la infeccién por B. cepacia en el curso clinico de
pacientes con FQ.

Se realizd una evaluacion de diferentes parametros clinicos entre 8 de los
pacientes infectados con B. cepacia y un grupo control de pacientes con FQ no-
infectados. Los resultados indican una diferencia estadisticamente significativa
en la caida del volumen expiratorio forzado (VEF;) en el ultimo aflo mayor para

los pacientes infectados que los no-infectados.
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También los pacientes infectados demostraron una condicion fisica mas

deteriorada al lograr recorrer en 6 minutos, en caminata, una distancia promedio

de 286 metros, en donde el grupo control no-infectado logro recorrer un

promedio de 458 metros, resultando esto en una diferencia significativa.

El nimero de tratamientos intravenosos (IV) por afo también se observo

altamente elevado (Tabla 8).

Tabla 8. Comparacion clinica entre pacientes infectados con B, cepacia y pacientes no-infectados

Grupo Positivo Grupo Control Estadistica
B. cepacia + (DS) B .cepacia- (DS) (p=)
Edad 13 afos  (9.2) 13.1 anos  {6.6) 0.97
1MC 14,7 {2.8) 14.85 {1.9) 0.90
VEF,** 32.3 9.1) 53.8 (24.6) 0.10
Caida del VEF/afo 8.5 (7.1) 2.4 (3.5) 0.04
Saturacion @, reposo 92.2 (2.6) 95 2.7) 0.07
Brasfield 16.28 (2.6) 19.2 (2.8) 0.09
oMW« 286 mts (88) 458 mts (37) 0.0003
N° de trat. IV/afio 3.85 (2.4) 0.42 (0.5) 0.0041
Genotipo 4 AF508/ AF508 5 AF508/ AF508 No se observo

1 AF508/G542X
1 AFS508/5549N
2 AF508/ X

1 AF508/G542X
1 AF508/3849+10kbc>T
1 AF508/ X

diferencia significativa

{DS). Desyiacion estandar.
* Indice de Masa Corporal.

** Volumen espiratorio forzado en 1 minuto.

*** Caminata en 6 minutos.
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CAPITULO VI

DISCUSION

Los pacientes con FQ infectados con B. cepacia se enfrentan frecuentemente
ante un mal pronostico y al riesgo de transmitir este organismo a otros pacientes.
Por ello, es de gran importancia una identificacion precisa de B. cepacia a partir
de muestras de esputo de pacientes con FQ para optimizar el manejo y control
de los pacientes infectados. Sin embargo, debido a su complejidad taxondmica,
la identificacion de los patogenos del complejo Burkholderia cepacia ha
demostrado ser una tarea desafiante para el microbiologe clinico.

Actualmente, los sistemas comerciales de identificacion fenotipicos poseen
significantes variaciones en su capacidad para identificar con exactitud aislados
del complejo B. cepacia y no diferencian entre los distintos genomovares (30-34).
Por lo tanto, estudios recientes en otros paises han demostrado un alto indice de

identificaciones erroneas de B. cepacia en centros de tratamientos de FQ (35).

Nosotros investigamos, por primera vez en México, la prevalencia de este
organismo y sus genomovares en una poblacion de pacientes con FQ del noreste
del pais, utilizando un estudio polifasico (métodos microbiolégico y molecular).
En el presente estudio, la prevalencia de colonizacion mediante cultivo
microbiologico fue del 4% (1 paciente), el aislamiento de B. cepacia, en este

estudio, de este Unico paciente, se logré cuando se modifico el protocolo de
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procesamiento de la muestra y a ésta se le realizd un paso previo de
descontaminacion con N-acetil-L-cisteina, el cual aparentemente aumenta la
sensibilidad del aislamiento de B. cepacia. Desafortunadamente esta
modificacion a la metodologia se realizd0 solamente al final del estudio (3
muestras), por lo que los aislados iniciales no pudieron tratarse de la misma
forma. Del resto de (os pacientes que resultaron con cultivo-negativo en este
estudio, a 5 de ellos se les habia logrado aislar B. cepacia de muestras de esputo
en diagnosticos previos a este estudio. Lo que tal vez indica que cuando se
realizo el diagnéstico previo, a los pacientes se les administré el tratamiento con
antibioticos especifico para esta bacteria y posiblemente los niveles de ésta
disminuyeron considerablemente, de manera que no pudieron ser detectados por
el método micrabiologico en este estudio. Otra explicacion a ésto es que se ha
postulado que B. cepacia es probablemente un organismo intracelular facultativo
(81,82), lo que dificulta su recuperacion por métodos microbiologicos
tradicionales y se logra bacer evidente mediante metodos moleculares que
implican lisis celular completa para liberar y extraer el DNA.

Es necesario advertir también, que se observo crecimiento en el medio selectivo
BCSA de varias cepas P. geruginosa, una observacidn también previamente
reportada por otros autores (2,83), por (o cual se hace énfasis en la

identificacion bioquimica de los aislados de esputo.
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Mediante el analisis molecular se obtuvo una prevalencia del 48% (11 pacientes)
de un total de 23 pacientes analizados. En la mayoria de las clinicas, alrededor
del mundo, B. cepacia se encuentra en menos del 10% de los pacientes; sin
embargo, se han reportado en algunos estudios una prevalencia mucho mayaor,
por ejemplo: en el Reino Unido, en 1996, algunos centros alcanzaban una
prevalencia de hasta el 40% (84); igualmente ocurrio en un centro de FQ en
E.U.A. (10), y mas recientemente se han reportado prevalencias del 30% en

estudios en Italia (77) y Reino Unido (13).

Et analisis mediante PCR-RFLP del gen 16S rDNA de la bacteria aislada e
identificada como B. cepacia corresponde al patron tipo 2 reportado por
Mahenthiralingam y col. (36} perteneciente a los genomovares |, Ill, IV y VIl (Fig.
8). El analisis mediante PCR-RFLP del gen recA de todas tas muestras positivas y
de la bacteria aislada presento el mismo patron con las enzimas Haelll y Mn/l.
Aunque se han encontrado mas de 50 patrones de restriccidon para B. cepacia
utilizando Haelll (18) el patrén obtenido con esta enzima en este estudio ha sido
recientemente reportado por un estudio en Brasil (80) para cuatro aislados
identificados como pertenecientes al genomovar lli-A (Fig. 9-A). Este genomovar
es el que con mayor frecuencia se aisla de pacientes con FQ y el que posee un

mayor grado de transmisibilidad y virulencia (36).
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Se obtuvo la amplificacion de recA con los iniciadores BCR1 y BCR2 del DNA de la
bacteria aistada de uno de los pacientes que fue identificada como B. cepacia por
el sistema comercial APl ZONE. Utilizando los iniciadores “especificos de especie”
descritos en material y métodos, no se obtuvo reaccion con ninguno de éstos,
excepto con el de genomovar VIl. No obstante, se obtuvo reaccidn positiva para
los controles de genomovar | y Ill, con este mismo juego de iniciadores,

demostrando con ésto una pobre especificidad de estos iniciadores.

Utilizando la técnica de PCR-anidado, y como templado el producto amplificado
con los iniciadores BCR1/BCR2, se observo reaccion positiva con los iniciadores
especificos para genomovar IlI-A. Debido a que todos los pacientes comparten el
mismo patron de restriccion con dos enzimas diferentes, se podria sospechar de
una epidemiologia por una cepa B. cepacia altamente transmisible, sin embargo,
para asegurar ésto, es necesario estudios futuros de secuenciacion de otros genes
adicionales a recA para confirmar si se trata de la misma bacteria en todos los

Casos.

Altas concentraciones de B. cepacia (>10% UFC/ml) se encuentran presentes en la
saliva de pacientes colonizados (84), la sensibilidad (de 10° UFC/ml) alcanzada en
este estudio es similar a la descrita por McDowell y cols. (37) utilizando una

estrategia similar a la nuestra. Los iniciadores disefiados en este estudio, con la
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finalidad de mejorar la sensibilidad, confirmaron el estado de todos los pacientes
previamente positivos con BCR1 y BCR2 y se detectaron 3 pacientes mas, que no
habian sido detectados con los iniciadores iniciales. Este par de iniciadores
nuevos, aparentemente mas sensibles, necesitan ser mas profundamente
estudiados y evaluarse tanto con cepas controles representantes de cada
genomovar, como con otras bacterias cominmente encontradas en pacientes con
FQ para su uso rutinario; ademas, con estos iniciadores no se logra especificar

entre genomovares.

En el presente estudio se realizé también una evaluacién del efecto de la
infeccion por B. cepacia en el curso clinico de pacientes con FQ y se observo que
los pacientes infectados con este organismo sufren una mayor caida del VEF; en
un ano, en comparacion de los pacientes no-infectados, reflejandose en una
pérdida de la funcion pulmonar asi como también en un mayor numero de
tratamientos IV por ano, observaciones que también fueron previamente
reportadas en otros estudios sobre la evolucion de pacientes infectados con este

organismo (6,7).
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sz

2.-

CAPITULO ViI
CONCLUSIONES

Demostramos que en Meéxico si existe Burkholderia cepacia en pacientes con

fibrosis quistica.

De un total de 23 pacientes analizados: 11 positivos (48%) mediante PCR.
1 positivo (4%) mediante cultivo.

3.- En esta poblacion de pacientes el genomovar J1l-A resultd el de mayor

4.

3"

6.-

7 S

prevalencia como ha sido reportado previamente.

En los pacientes colonizados por B. cepacia se observo un significativo
deterioro de la funcion pulmopar y un aumento en la frecuencia de

tratamientos intravenosas por ano.

Nuestros resultados confirman tambien la dificultad previamente reportada

sobre el aislamiento del CBC por cultivo.

Debido a (a alta prevalencia de pacientes colonizados por B. cepacia,
recomendamos la aplicacion de estrictas normas de control sobre estos

pacientes.

Es imperativo aumentar la conciencia sobre este problema entre centros de
FQ y sus laboratorios afiliados, asi como la recomendacion de protocolas
mejoradas para el aislamiento de bacterias de muestras de esputo, y la
utilizacion de laboratorios de referencia equipados para proveer un analisis
mas completo, incluyendo métodos genotipicos. Este es el primer reporte, en

Meéxico, sobre la prevalencia de B. cepacia en pacientes con FQ.
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