UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Trabajo de Tesis Doctoral:

Analisis de cambios genéticos y fenotipicos que acompafiian el
proceso de adaptacion de aislados pertenecientes al complejo
Burkholderia cepacia durante la infeccion crdnica en pacientes

con fibrosis quistica.

Tesista: Mariana Ayelén Leguizamon
Director: Osvaldo Miguel Yantorno

Codirectora: Maria Alejandra Bosch

Ano: 2020



El presente trabajo de tesis, para optar por el titulo de Doctor de la
Facultad de Ciencias Exactas Area Quimica, fue realizado en el Centro de
Investigacion y Desarrollo en Fermentaciones Industriales (CINDEFI),
UNLP-CONICET; bajo la Direccion del Prof. Dr. Osvaldo M. Yantorno y la

Codireccidn de la Dra. Maria Alejandra Bosch.

Py UNIVERSIDAD
-~y
\X NACIONAL

LONIGET DE LA PLATA

U N L P




Indice

INDICE

AGRADECIMIENTOS 6
OBSERVACIONES PRELIMINARES 9
ABREVIATURAS 11
INTRODUCCION GENERAL 13
1. LA FIBROSIS QUISTICA 14
1.1. ESTRUCTURAY FUNCION DEL GEN CFTR 14
1.2. MUTACIONES EN EL GEN CFTR 15
1.3. EPIDEMIOLOGIA DE LA FIBROSIS QUISTICA 17
1.4. METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA FIBROSIS QUISTICA 18
1.5. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD 19
1.6. TRATAMIENTO 24
2. BURKHOLDERIA 25
3. COMPLEJO BURKHOLDERIA CEPACIA 29
3.1. TAXONOMIA DEL COMPLEJO BURKHOLDERIA CEPACIA 29
3.2. DISTRIBUCION DE LAS ESPECIES DEL CBC EN LA NATURALEZA 31
3.3. CARACTERISTICAS DEL GENOMA Y FACTORES ASOCIADOS A LA VIRULENCIA DE LOS ORGANISMOS DEL
COMPLEJO BURKHOLDERIA CEPACIA 33
3.4. IDENTIFICACION DE BACTERIAS PERTENECIENTES AL CBC 37
3.5. EPIDEMIOLOGIA DE LAS INFECCIONES CON BACTERIAS DEL CBC 41
3.6. LA INFECCION CRONICA POR ORGANISMOS DEL CBC 45
OBJETIVOS 54
CAPITULO 1: EPIDEMIOLOGIA DEL COMPLEJO BURKHOLDERIA
CEPACIA 58
1. INTRODUCCION 59
2. OBJETIVOS 62
3. MATERIALES Y METODOS 63
3.1. MICROORGANISMOS 63
3.2. IDENTIFICACION FENOTIPICA 64
3.3. ENSAYOS MOLECULARES 65
4. RESULTADOS Y DISCUSION 77



Indice

4.1. ORDENAMIENTO Y ACTUALIZACION LA COLECCION DE MICROORGANISMOS (CAMPA) Y LA BASE DE DATOS

(CF cLOUD DATABASE) 77
4.2. CARACTERIZACION E IDENTIFICACION GENOTIPICA DE LOS AISLAMIENTOS 78
4.3. DISTRIBUCION DE ESPECIES DEL CBC 81
4.4, DISTRIBUCION TEMPORAL DE LOS PERFILES DE RFLP DE B. CONTAMINANS 86
4.5. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE MARCADORES DE TRANSMISIBILIDAD EN B. CONTAMINANS 87
4.6. BURKHOLDERIA PURAQUAE SP. NOV., UNA NUEVA ESPECIE DEL COMPLEJO B. CEPACIA AISLADA DEL

ENTORNO HOSPITALARIO Y SUELOS AGRICOLAS. 88
5. CONCLUSION 103

CAPITULO 2: DETECCION Y EVALUACION DE PERSISTORES EN
BURKHOLDERIA CONTAMINANS COMO MECANISMO DE

ADAPTACION FENOTIPICA EN LA INFECCION CRONICA 105
1. INTRODUCCION 106
1.1. PERSISTENCIA 106
1.2. RESISTENCIA, TOLERANCIA O PERSISTENCIA 109
2. OBJETIVOS 114
3. MATERIALES Y METODOS 115
3.1. MICROORGANISMOS 115
3.2. ANTIBIOTICOS 116
3.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM) 117
3.4. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE FORMACION DE BIOFILM 118
3.5. DETECCION Y EVALUACION DE PERSISTORES DE BURKHOLDERIA CONTAMINANS. 119
3.6. DETERMINACION DE LA PRESENCIA Y EXPRESION DEL OPERON BCAMO0257-8-9 124
4. RESULTADOS Y DISCUSION 129
4.1. DETERMINACION DE LA CIM DE AISLADOS CLINICOS DE PACIENTES CON INFECCION CRONICA Y TRANSITORIA
129
4.2. PUESTA A PUNTO DE LA METODOLOGIA DE DETERMINACION DEL NIVEL DE PERSISTORES. 130
4.3. EVALUACION DE CELULAS PERSISTORAS EN BIOFILMS OBTENIDOS EN PLACA MULTIPOCILLO. 133
4.4. IDENTIFICACION Y EXPRESION DE LOS GENES BCAMO0257-8-9 EN B. CONTAMINANS 139
5. CONCLUSIONES 145

CAPITULO 3: CARACTERIZACION GENOMICA DE BURKHOLDERIA

CONTAMINANS 147
1. INTRODUCCION 148
1.1. SECUENCIAMIENTO GENOMICO EN BACTERIAS 149
1.2. ANALISIS DEL PANGENOMA 150
1.3. DIVERSIDAD GENOMICA Y ADAPTACION 152
2. OBJETIVOS 154

3. MATERIALES Y METODOS 155



Indice

3.1. CEPAS SELECCIONADAS 155
3.2. SECUENCIACION Y ENSAMBLAIJE DE GENOMAS 158
3.3. FILOGENIA BASADA EN EL GENOMA COMPLETO 175
3.4. DETERMINACION Y ANALISIS DEL GENOMA ESENCIALY PANGENOMA 176
3.5. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS ESPECIFICAS APORTADAS POR CADA CEPA O GRUPO DE CEPAS AL

PANGENOMA 177
3.6. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS ESPECIFICAS APORTADAS POR CADA REPLICLON 178
3.7. ESTUDIO DE LA ADAPTACION Y PATOGENICIDAD 178
3.8. DETERMINACION DE LA CLONALIDAD ENTRE AISLAMIENTOS 179
4. RESULTADOS Y DISCUSION 180
4.1. RESULTADOS DEL ENSAMBLAJE 180
4.2. IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS 183
4.3. ESTABLECIMIENTO DE RELACIONES EVOLUTIVAS BASADAS EN EL GENOMA COMPLETO 183
4.4. ESTUDIO DEL GENOMA ESENCIAL Y PANGENOMA DEL GRUPO 186
4.5. PATOGENICIDAD DE B. CONTAMINANS 199
4.6. TRANSMISION Y CONTAGIO DE AISLADOS B. CONTAMINANS EN PACIENTES CON FQ 207
5. CONCLUSION 210
CONCLUSIONES 212
BIBLIOGRAFIA 217

ANEXO 250




Agradecimientos

Agradecimientos




Agradecimientos

Este trabajo fue posible gracias a la ayuda de muchas personas que me han brindado medios,
tiempo, dedicacidn, esfuerzo y aliento, sin los cuales no hubiera podido haber llevado a cabo

esta Tesis.

En primer lugar, quiero agradecerle a mi director, el Dr. Osvaldo Yantorno, y a mi directora,
la Dra. Alejandra Bosch, por haberme guiado durante el desarrollo y escritura de este trabajo,
por el conocimiento y el tiempo brindado, por la paciencia, la confianza depositada y el apoyo
en todo momento. Por su calidad humana y por los momentos compartidos. También quiero
agradecerles por darme la posibilidad de viajar y trabajar en el exterior, experiencia muy

enriquecedora para mi trabajo de tesis y mi experiencia personal.

Muy especialmente quiero agradecerles a mis compafieros del Laboratorio L2. Gracias por la
ayuda y los momentos compartidos. A los que estuvieron desde que empecé y hoy han
seguido otros caminos, a los que auln estdn y los que se fueron integrando en estos afios. A
todos, por hacer mas ameno el trabajo diario, jpor su tiempo y por aguantarme... sobre todo
en esta ultima etapa! En especial quiero agradecerle a Belti, Ceci y Cande que me apoyaron

en todo momento, y por el tiempo y las experiencias compartidas.

A Claudia, Caro y Marce por haberme ayudado y guiado durante el desarrollo del trabajo en

mesada, por el conocimiento transmitido y la paciencia.

A Juan Marcos, por transmitirme su conocimiento, por su tiempo, por su paciencia y por los

ricos mates que voy a extrafar.

A Julito, por la ayuda en todo momento, por su excelente asistencia técnica que facilitd
enormemente el desarrollo experimental de esta Tesis. También por su paciencia y por las

charlas.

A José Luis Lépez y Mauricio Lozano por ayudarme con los andlisis bioinforméticos, por
ayudarme con gran predisposicion a realizar parte de este trabajo y a Antonio Lagares por

discutir conmigo los resultados y sugerirme nuevas ideas.

A Mareike, Siegfried y Chris por darme el espacio en el laboratorio de Alemania, por
transferirme sus conocimientos, por la paciencia. También quiero agradecer a Anna,
Annemarie y Chris por la compafiia en el box, por la ayuda y por hacer de mi estadia una

experiencia inolvidable.

Alas autoridades del CINDEFI por haberme permitido desarrollar este trabajo en este Centro

de Investigacion.




Agradecimientos

A la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP, por la formacién que me brindé y darme Ila

posibilidad de acceder al grado de Doctor.
Al CONICET por otorgarme la beca que posibilité realizar este trabajo.
A todos los integrantes del CINDEFI por su colaboracién y buena predisposicién.

A mis amigas de la facu que nos seguimos acompafiando y apoyando en este trayecto de

doctorado después de tantos afios.

A mis amigos de la vida de Mardel por todos los afios de amistad y por estar siempre firmes

apoyandome en cada desafio.

A mis amigas y amigos que me dio el deporte, gracias por los momentos vividos adentro y
afuera de la cancha, sin ustedes no seria lo mismo. Gracias por el apoyo y por ser mi cable a

tierra.

A mis papas, por el apoyo incondicional, el amor, por saberme aconsejar, por alentarme sin
pausa, por ensefiarme sus valores, por ser un referente, un ejemplo de vida y un modelo a
seguir; por incentivarme a nunca bajar los brazos, por brindarme una educacién y por creer

siempre en mi.
A mis hermanos por acompafiarme en todo momento, por ser incondicionales.

A Bruno por ser mi mejor compania, por todo lo que me banca, mas en esta ultima etapa, por
estar siempre a milado conteniéndome y compartiendo el dia a dia. Por todo su amor, animo,

apoyo y confianza. Y a Kobe por ser la mejor compafiia.

Y a todos los que de una u otra manera aportaron su granito de arena para la realizacién de

este trabajo de tesis.

iiMUCHAS GRACIAS!




Observaciones preliminares

Observaciones preliminares




Observaciones preliminares

Publicaciones que contienen parte de los resultados de este trabajo de Tesis doctoral:

- Mariana Leguizamdn, Walter O. Draghi, Patricia Montanaro, Andy Schneider, Claudia I. Prieto,
Pablo Martina, Antonio Lagares, Peter Lasch, Alejandra Bosch (2017). Draft Genome Sequence
of Burkholderia puraquae Type Strain CAMPA 1040, Isolated from Hospital Settings in
Coérdoba, Argentina. GENOME ANNOUNCEMENTS. 2017 Nov; 22;5(47).

doi: https://doi.org/10.1128/genomeA.01302-17.

- Martina P*., Leguizamon* M., Prieto C.l., Sousa S.A., Montanaro P., Draghi W.0., Stammler M.,
Bettiol M., de Carvalho C.C.C.R., Palau J., Figoli C., Alvarez F., Benetti S., Lejona S., Vescina C.,
Ferreras J., Lasch P., Lagares A., Zorreguieta A., Leitdo J.H., Yantorno O.M., Bosch A. (2018).
Burkholderia puraquae sp. nov., a novel species of the Burkholderia cepacia complex isolated
from hospital settings and agricultural soils. INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC AND
EVOLUTIONARY MICROBIOLOGY. 2018 Jan; 68(1): 14-20.

doi: 10.1099/ijsem.0.002293. Epub 2017 Nov 2. doi: https://doi.org/10.1099/ijsem.0.002293.

- Claudia I. Prieto, Maria J. Palau, Pablo Martina, Carlos Achiary, Andres Achiary, Marisa Bettiol,
Patricia Montanaro, Maria L. Cazzola, Mariana Leguizamén, Cintia Massillo, Cecilia Figoli, Brenda
Valeiras, Silvia Perez, Fernando Renteria, Graciela Diez, Osvaldo M. Yantorno y Alejandra Bosch
(2015). Cystic fibrosis cloud database: un sistema informatico para el almacenamiento y
manejo de datos clinicos y microbioldgicos del paciente con fibrosis quistica. REVISTA
ARGENTINA DE MICROBIOLOGIA RAM. 2016 Jan-Mar; 48(1):27-37.

doi: 10.1016/j.ram.2015.11.002.




Abreviaturas

Abreviaturas




Abreviaturas

FQ
CFTR
CBc
BCSA
TSA
LB
RFLP
PCR
MLST
MLSA
BLAST
ST
BCESM
CIM
MDK
ON
DO
PBS
UFC
Qs

LPS
ANI
ANIm
ANIb

Fibrosis quistica

Regulador de conductancia transmembrana de la FQ
Complejo Burkholderia cepacia

Agar selectivo para B. cepacia

Tripticasa Soya Agar

Luria-Bertani

Fragmentos de restriccidn polimorfismo de longitud
Reaccién en cadena de la polimerasa

Tipificacion de secuencia multilocus

Analisis de secuencia multilocus

Herramienta de busqueda de alineamientos locales de secuencia
Tipo de cepa

Marcador de cepa epidémica de Burkholderia cepacia

Concentracion inhibitoria minima

Duraciéon Minima para Matar

Toda la noche

Densidad 6ptica

Buffer fosfato salino

Unidades formadoras de colonias
Quorum sensing

Isla gendmica

Lipopolisacaridos

Identidad media de nucledétidos

ANI con el software MUMmer
Identidad media de nucleétidos basada en BLAST




Introduccion general

Introduccion General




Introduccion general

1. La Fibrosis Quistica

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad genética hereditaria severa de mayor mortalidad en
individuos caucasicos (1, 2). Esta es una enfermedad autosémica recesiva, es decir que la misma
se manifiesta cuando se han heredado los dos genes especificos alterados, manifestando en
consecuencia el enfermo con fibrosis quistica, los sintomas propios de la enfermedad. Las
personas que tienen un gen normal y un gen defectuoso, son portadores sanos de la enfermedad
y no manifiestan ninguno de los sintomas asociados a la misma (3). La enfermedad es
consecuencia de la mutacién en un gen que codifica una proteina de 1.480 aminodcidos,
denominada regulador de conductancia transmembrana de la FQ (acrénimo en inglés Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator; CFTR), situada en la porcion apical de la
membrana de las células epiteliales del aparato respiratorio, en células del pancreas, de las vias
biliares, glandulas sudoriparas y en el sistema genitourinario (4, 5). En consecuencia, estamos

en presencia de una enfermedad multisistémica.

1.1. Estructura y funcion del gen CFTR

Estructuralmente, el gen que codifica al CFTR pertenece a la denominada superfamilia de
transportadores ABC (ATP binding cassette). Este gen se encuentra localizado en el brazo largo
(q) del cromosoma 7 en la posicién 31.2, conteniendo 27 exones (6). La proteina CFTR es un
polipéptido, el cual en su forma madura tiene un peso molecular de 170 KDa. Esta proteina esta
formada por dos motivos repetidos compuestos cada uno por un dominio hidrofilico que
atraviesa la membrana (TMD, transmembrane domain) que contiene seis hélices y una region
hidrofilica importante de unién a ATP (NBD, nucleotide binding domain). Ambos motivos se
encuentran unidos por un dominio citoplasmatico (dominio R) codificado por el exén 13 que
contiene varios residuos cargados (Figura 1). La fosforilacion del dominio R y la
heterodimerizacion "de cabeza a cola" dependiente de ATP de los NBD controla la activacion del

canal idnico (7, 8).
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Figura 1. Gen CFTR humano (arriba) identificado en 1989 en el brazo largo del cromosoma 7. El polipéptido
(centro) de 1.480 aminoacidos codificado por el gen, contiene dos motivos repetidos compuestos cada
uno por 6 segmentos transmembrana y un médulo de unién a ATP, unidos por una regién central que
tendria funcion regulatoria en el movimiento de los iones Cloruro e indirectamente los movimientos de
sodio y agua.

Tomado de http://www.chromosome7.htmlplanet.com/custom4.html|

La proteina CFTR, se comporta como un canal de cloro, controlado por AMPc (adenosin
monofosfato ciclico), que regula directamente los movimientos de los iones cloruro e
indirectamente los movimientos del sodio y agua. Su alteraciéon conduce a una anomalia en el
transporte de iones, de manera que los pacientes producen un moco espeso y viscoso, que
obstruye los conductos del érgano donde se localiza y con repercusiones multisistémicas que

condicionan la variedad de sus manifestaciones clinicas.

1.2. Mutaciones en el gen CFTR

Hasta el presente, se han identificado mas de 1.900 mutaciones en el gen que codifica la
proteina CFTR, que pueden causar fibrosis quistica (Clinical and Functional Translation of CFTR
(CFTR2) www.cftr2.). La mutacion mas frecuente es la delecion de tres nucledtidos que tiene
como resultado la pérdida de una fenilalanina en la posicién 508 (AF508) de la proteina CFTR
(9). Esta mutacion esta presente en el 70 al 80 % de los alelos FQ a nivel mundial (10). El sistema
de clasificacion mas reciente puede agrupar a aproximadamente el 80% de las mutaciones en

seis clases basado en las alteraciones que éstas causan en la proteina CFTR, lo que permite una
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mejor comprension de las consecuencias funcionales de cada tipo de mutacién v,
adicionalmente, presentar posibles targets terapéuticos. Las mutaciones de las clases | a VI se
encuentran resumidas en la (Figura 2). Las mutaciones de las clases | y Il son tipicamente
caracterizadas por una reduccion en la cantidad de proteina CFTR expresada. La clase | son
mutaciones que alteran la produccién de la proteina en el nucleo de la célula, se genera un
codén de stop prematuro resultando en una proteina truncada completamente disfuncional, lo
cual tiene como consecuencia la ausencia total o parcial de la proteina. En conjunto, representan
aproximadamente el 10% de las mutaciones CFTR en todo el mundo y la mutacién mas frecuente
en esta clase es G542X (11). Las mutaciones de clase Il, que incluyen la mutacion AF508,
producen una proteina mal plegada o inmadura que sufre degradacion intracelular y, por lo
tanto, alteran el proceso de maduracidn de la proteina y su transporte a la membrana de la
célula, de manera que el CFTR no esta presente en la membrana o lo estd en muy baja cantidad

y no funciona de forma adecuada.

Por el contrario, las clases Il y IV resultan en un defecto cualitativo de CFTR, con una cantidad
de proteina a menudo adecuada correctamente localizada pero con una limitacién en la
conductancia de iones a través del canal (12, 13).En la clase Ill, se expresa la proteina CFTR en la
membrana apical, pero exhibe una disfuncién en la activacion y regulacidn a nivel de membrana.
G551D es la mas comun de las mutaciones dentro de esta clase, la cual se presenta en
aproximadamente el 5% de los pacientes (11) en todo el mundo pero que exhibe una
heterogeneidad geogrdéfica significativa (14). Las mutaciones de clase IV (mas frecuente R117H)
dan como resultado la presencia de proteina CFTR correctamente localizada en la superficie
celular, pero la conduccidon de cloro es reducida. Las mutaciones de clase V dan como resultado
una cantidad reducida de CFTR funcional en la superficie celular. Las mutaciones de clase VI
conducen a una menor estabilidad de la proteina por lo que aumenta el recambio de CFTR
funcional en la membrana. La amplia variedad de mutaciones en el CFTR explicarian

parcialmente la heterogeneidad de las manifestaciones clinicas entre pacientes FQ (15).
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cr Cr ¢
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Principales Gly542X Phe508del Gly551Asp Arg117His 3849+10kbC—T 4326delTC
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Arg553Xx lle507del Gly551Ser Arg117Cys 3120+1G—A 4279insA

621+1G—-T Arg560Thr Ser549Asn Arg334Trp 5T

Arch Bronconeumol

. 2014;50:146-50

Figura 2. Proteina CFTR wild-type y sus seis clases defectuosas.

1.3. Epidemiologia de la Fibrosis Quistica

Se hareportado que en la poblacidn caucasica la incidencia de esta enfermedad es de 1 por cada
2.500-6.000 recién nacidos, dependiendo de la regién y de la etnia de origen, y que también se
debe tener en cuenta la existencia de un porcentaje de portadores sanos también variable de
entre 1:20-376 (16). En Estados Unidos por ejemplo, 1 de cada 4.000 nifios nacen con fibrosis
quistica (17). En este pais el estudio de la distribucidn de la enfermedad por raza permitio
comprobar que la misma afecta a alrededor de 1/3.300 nacidos vivos para nifios de raza blanca,
a 1/15.300 nacidos vivos de nifios de raza negra y a 1/32.000 de origen asiatico (17). En Espafia
la incidencia se estima en 1 de cada 4.500 nacimientos y en Irlanda 1 de 1.353, lo cual
corresponde a la mayor incidencia mundial (3). Se estima que en todo el mundo hay unas 70.000
personas que padecen FQ. En Argentina, si bien no existen cifras definitivas, los ultimos datos
reportados por el Programa de Pesquisa Neonatal de Fibrosis Quistica estiman una incidencia
de 1 caso en 7.213 nacimientos. De ello, se infiere que la prevalencia de portadores sanos de la

mutacion es, aproximadamente, de 1:40 (18).

En los ultimos afios se ha observado, a nivel mundial, un importante aumento en la media de la
edad de sobrevida, como resultado del diagndstico precoz, el conocimiento de los mecanismos
responsables de la sintomatologia de la enfermedad, mejoras globales del tratamiento basado
en la fisiopatologia, la formacidn de equipos interdisciplinarios integrados por: neumondlogos,

kinesidlogos, nutricionistas, gastroenterdlogos, enfermeras, bioquimicos, trabajadores sociales,
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psicoterapeutas y genetistas, los cuidados en centros de FQ, y las medidas de control de
infecciones. La esperanza de vida para los individuos con FQ en paises desarrollados como
Estados Unidos y Dinamarca puede llegar a superar los 60 afios, ya que la misma esta asociada
directamente al tipo de tratamiento que reciben los pacientes. Si bien la disponibilidad de
tratamientos y recursos terapéuticos se encuentran al alcance de la gran mayoria de los
pacientes, el acceso al tratamiento mas apropiado y las condiciones sociales hacen que en la
actualidad la expectativa de vida en Argentina sea menor, promediando los 40-45 anos. De todas
formas, la esperanza de vida de los pacientes ha mejorado notablemente, debido entre otras
causas, a la implementacidon de la Ley nacional 26.279 (2007) de Pesquisa Neonatal, que
establecid que se practicaran las determinaciones para la deteccion y posterior tratamiento de
las patologias genéticas y/o congénitas que resulten discapacitantes, entre las que se cuenta FQ,
y por lo tanto, la enfermedad se puede tratar antes de que haya complicaciones, disminuyendo

asi las tasas de morbilidad y mortalidad.

1.4. Métodos de diagndstico de la Fibrosis quistica

La mayoria de los pacientes con FQ han sido diagnosticados a través de antecedentes familiares,
caracteristicas fenotipicas consistentes con la enfermedad, incluida la enfermedad
sinopulmonar crénica, anomalias gastrointestinales y nutricionales, sindromes de pérdida de sal
y anomalias genitales en los hombres, y a través de la prueba de monitoreo neonatal de la FQ

(screening neonatal).

Hoy en dia, muchas organizaciones, a nivel mundial, apoyan la implementacién de la deteccidn
de la FQ para recién nacidos, ya que el diagndstico temprano se asocia con muchos beneficios.
La intervencién terapéutica temprana puede conducir a una reduccion de la gravedad de la
enfermedad, lo que resulta en una disminucién de la carga de atencidn a lo largo de la vida del

paciente y en costos médicos reducidos (19).

En Argentina, el analisis neonatal se efectla en las primeras semanas de vida del recién nacido
y se basa en la evaluacién de tripsinégeno inmunoreactivo (TIR) en sangre (20, 21). Altas
concentraciones de TIR sugieren injuria pancreatica, consistente, aunque no especifica con FQ.
Este marcador se encuentra aumentado aln en neonatos con mutaciones del gen CFTR de clase
IVy V asociados con insuficiencia pancredtica. Los niveles de TIR de un recién nacido pueden ser
altos debido a un nacimiento prematuro o a un parto estresante. Por esa razon los recién nacidos
gue presentan una alta concentracion de TIR en el examen inicial deben someterse a una nueva

determinacidn pasadas 1 a 3 semanas del primer examen (TIR/TIR), o al andlisis de la muestra



http://test.e-legis-ar.msal.gov.ar/leisref/public/showAct.php?id=11449
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inicial para determinar mutaciones conocidas del gen de CFTR (TIR/DNA) (22, 23). Un resultado

de deteccidn positivo significa que el nifio tiene un mayor riesgo de desarrollar FQ.

El diagndstico se confirma posteriormente a través del test del sudor, el cual continda siendo
una excelente herramienta diagndstica. La prueba mide la concentracidn de cloruro en el sudor.
Concentraciones >60 mmol/L confirman el diagndstico. Sin embargo, los resultados deben ser
interpretados siempre por expertos, en el contexto de cada paciente. Asi, ninos menores de 3
meses de edad con FQ pueden presentar cifras entre 40 y 60 mmol/L de cloruros, pero para
algunos adultos se han descrito estos mismos valores e incluso < 40 mmol/L. Por lo tanto para

confirmar el diagndstico por este método se recomiendan dos determinaciones positivas (24).

En los ultimos afios se ha implementado el diagndstico genético para los pacientes con test de
sudor positivo. Para ello se solicita la secuenciacidn del gen CFRT. Por lo general se aplican
técnicas de rastreo de mutaciones que identifican patrones anormales empleando sistemas
comerciales que identifican las mutaciones mas frecuentes en FQ con una sensibilidad de
alrededor del 75%. Actualmente se aplica la técnica de rastreo de mutaciones basada en la
desnaturalizacidn a alta resolucién del ADN (High Resolution Melting (HRM)). Los niveles de

sensibilidad de esta determinacion con cercanos al 100%.

1.5. Manifestaciones clinicas de la enfermedad

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

capital (3).
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Tabla 1. Manifestaciones Clinicas de la Fibrosis Quistica.

Enfermedad Respiratoria Cronica

Tos crénica

Colonizacién de las vias aérea por patégenos
Obstruccién de las vias aéreas
Anormalidades persistentes en el térax
Pansinusitis

Pdlipos nasales

Enfermedad Gastrointestinal

Ileomeconial, sindrome de obstruccién intestinal distal, prolapso rectal
Insuficiencia pancreatica, pancreatitis

Cirrosis biliar

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

Afeccién enddcrina y de crecimiento

Diabetes

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

Dedos en palillos de tambor producidos por hipoxia en los huesos

Infertilidad dada la azoospermia obstructiva

En relacion a la afeccion respiratoria, los diferentes tipos de modificaciones de la proteina CFTR
alteran el transporte de cloro a través de las membranas y modifican las secreciones
bronquiales, haciéndolas mas viscosas. Asi, la enfermedad pulmonar resulta del bloqueo de las
vias aéreas mas pequefas con un moco espeso caracteristico. La inflamacién y la infeccidn
producen dafio a los pulmones y cambios estructurales que conducen a una variedad de
sintomas. En las etapas iniciales, comunmente se presenta tos incesante, produccién de flema,
y una disminucién en la capacidad aerdbica. Estos sintomas y manifestaciones empeoran cuando

ocurre la colonizacidon bacteriana, que puede crecer en forma descontrolada y causar neumonia.

Asociadas a las infecciones respiratorias, estos pacientes presentan también obstruccion en los
senos paranasales debido a la acumulacién de moco denso. La oclusidn de los orificios nasales,
hace que se acumulen las secreciones y éstas crean un ambiente propicio para la colonizacién
de los patégenos antes mencionados. En estos casos, se pueden presentar dolor facial, fiebre,
secrecidn nasal profusa y cefaleas. La inflamacion por sinusitis cronica puede ocasionar en estos
pacientes la formacion de pdlipos nasales que pueden agravar la obstruccién de las vias

respiratorias superiores e intensificar las dificultades respiratorias (25).

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

no ser facilmente diagnosticada. En estos casos las manifestaciones clinicas difieren




Introduccion general

considerablemente, presentando una alteracidon de la funcién pulmonar leve a moderada o
incluso normal. Se reportd que en estos casos sélo un 15% de los pacientes sufren insuficiencia

pulmonar (26, 27).

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

asociado a la afeccion crénica.

1.5.1. Infeccidn de las vias respiratorias en pacientes con FQ

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

de apetito (28).

Las vias respiratorias de estos pacientes se ven colonizadas por una gran variedad de
microorganismos. Con la aparicion de métodos de cultivo mejorados y enfoques independientes
del cultivo, incluyendo la tecnologia de secuenciacion de nueva generacidén, esta claro que las
vias aéreas de los pacientes con FQ se colonizan crédnicamente con infecciones polimicrobianas,
que incluyen bacterias, hongos y virus (29-32). Estas comunidades polimicrobianas estan
altamente individualizadas para cada paciente y promueven intrincadas interacciones entre
microbios y patégenos del huésped, que alteran el ambiente pulmonar, impactan la respuesta
al tratamiento y dirigen el curso de la enfermedad. La Figura 3 resume los acontecimientos que

ocurren durante la infeccidn respiratoria.
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Figura 3. Las infecciones pulmonares en pacientes con FQ son polimicrobianas, complejas y dificiles de
tratar. Las vias respiratorias de los pacientes se colonizan desde varios nichos del huésped (como se indica)
y también desde fuentes ambientales (no representadas). Posteriormente, los pacientes desarrollan
infecciones polimicrobianas créonicas compuestas de diversos organismos bacterianos, fungicos y virales.
Como se destaca en la figura, las comunidades microbianas del pulmdn con FQ se enfrentan con terapias
antimicrobianas frecuentes, factores inmunes del huésped y un ambiente pulmonar alterado (que incluye
la presencia de regiones hipdxicas [bajas en oxigeno] y andxicas [sin oxigeno]) durante la progresién de la
enfermedad. Este cuadro de situacién contribuye al desarrollo de infecciones crénicas que a menudo han
disminuido la diversidad microbiana y estan representadas principalmente por organismos que se han
vuelto altamente adaptados y resistentes al tratamiento. La combinacion de diversas fuentes de
colonizacion, interacciones dindmicas entre dominios, adaptacién microbiana, factores ambientales y
terapia del paciente median el outcome del paciente. Finalmente, la infeccién pulmonar crdnica culmina
en una disminucion de la funcidon pulmonar, que se vuelve mas grave durante las exacerbaciones
pulmonares y la progresion de la enfermedad en etapa tardia. Esta fuerte disminucién de la funcion
pulmonar en ultima instancia conduce a insuficiencia respiratoria, la principal causa de morbilidad y
mortalidad en los pacientes con FQ en la actualidad (33). Tomada y adaptada de Filkins et. al 2015 (34).

Los datos recientemente reportados por la “Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry” (CFFPR,
2018) muestran la gran dificultad que existe en establecer la epidemiologia en la microbiologia

de la FQ. Esto se debe principalmente a la cambiante dindmica temporal y regional que
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presentan las diferentes especies predominantes, y a la diferencia en prevalencia de los
patégenos para cada paciente, dependiendo de la edad, del estado clinico y del estadio de la
enfermedad (35, 36). Si bien las vias aéreas de estos pacientes estan colonizadas en general por
comunidades polimicrobianas, podemos destacar los “patégenos tipicos de la FQ” que
comprenden: Pseudomonas aeruginosa, (aunque su incidencia disminuyé significativamente en
los ultimos afos), Staphylococcus aureus meticilinsensible (MSSA) y meticilinresistente (MRSA),
Haemophilus influenzae, Stenotrophomonas y Achromobacter (cuyas prevalencias e incidencias
estan en permanente aumento), Escherichia coli, y diversas especies del Complejo Burkholderia

cepacia (CBc) (36-39).

Estudios de muestras respiratorias de niflos pequeiios con FQ han demostrado que en las vias
aéreas estan presentes diferentes grupos bacterianos y que la diversidad bacteriana es mayor
en la edad temprana hasta la adolescencia, disminuyendo hacia la adultez. La presiéon de
seleccidn de tratamientos prolongados con antibidticos es el factor predominante que moldea
esta estructura de la comunidad bacteriana (microbioma) que se forma en las infecciones de
pacientes con FQ. También se ha observado que en adultos con FQ existe una gran
heterogeneidad entre pacientes en la composicion de las comunidades microbianas
identificadas de muestras principalmente de esputo, es decir, que los tipos y abundancia relativa

de diferentes grupos microbianos varia considerablemente entre pacientes.

A través de investigaciones sobre el microbioma de las vias respiratorias de pacientes con FQ se
pudo determinar que la composicién de la comunidad microbiana en el tracto respiratorio es
sumamente heterogénea entre los pacientes. Sin embargo, se ha observado que los pacientes
adultos presentan una menor diversidad de especies. Asimismo, estos andlisis demostraron que
la presencia de mayor diversidad de especies pareceria estar asociada a un mejor estado
pulmonar. Las tendencias actuales son por lo tanto intentar reducir la administracion de
antimicrobianos recurrentes que seria en parte la una de las razones que llevarian a una

disminucion de la diversidad en la microbiota (40).

De acuerdo a los registros de pacientes de la fundacion de Fibrosis Quistica (EE.UU),
aproximadamente el 80% los pacientes con FQ mayores de 18 afios se encuentran colonizados
por P. aeruginosa (41) por lo que ha sido ésta la especie mas estudiada hasta el momento. P.
aeruginosa coloniza muy eficientemente el tracto respiratorio de estos pacientes. En ese
entorno, caracterizado por una distribucion heterogénea de los nutrientes, la exposicion a la
respuesta inmune del huésped, y los continuos tratamientos terapéuticos con antibiéticos, las
bacterias se enfrentan a retos de adaptacién continua. Por lo tanto, durante la infeccién

pulmonar a largo plazo los organismos infectantes sufren adaptaciones genéticas que
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conducen a variaciones fenotipicas las cuales han sido muy bien caracterizadas para aislados
clinicos de P. aeruginosa. Ejemplos bien conocidos de este proceso de diversificacion incluyen
la conversién al fenotipo mucoide (42, 43), la inactivacion de funciones asociadas a las sefiales
de quorum sensing (QS) (44), pérdida de la motilidad (45), resistencia a los antibidticos (28) y un
aumento de la tasa de mutacion que conduce a un fenotipo hipermutador (41). Los
microorganismos de esta especie, por lo tanto, deben ser tratados ni bien se diagnostica su
presencia con intensos tratamientos con antimicrobianos, previo al surgimiento de las variantes
mucoides, las cuales resultan muy dificiles de ser eliminadas aun con tratamientos antibidticos

agresivos (46).

1.6. Tratamiento

La fibrosis quistica es, hoy por hoy, una enfermedad incurable. Los tratamientos que
actualmente se aplican se destinan a paliar los efectos de la afeccién y a lograr una mejora
integral de la salud del paciente afectado. Paralelamente se desarrollan importantes
investigaciones a nivel mundial que apuntan a mejorar los tratamientos disponibles y/o
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. Al ser esta una enfermedad multisistémica, su
tratamiento es también complejo, pues tiene que incidir sobre cada uno de los aspectos en que
la enfermedad se ponga de manifiesto en cada persona. La experiencia demuestra que el
paciente debe recibir una atencién integral, idealmente en Unidades de Fibrosis Quistica

especializadas.

Debido a que en cada afectado la enfermedad puede manifestarse en distinto grado y de modos
diferentes, no existe un tratamiento estandarizado, sino que, es el especialista quien determina
en cada caso y momento cudl es el tratamiento mds adecuado. El objetivo bdsico del tratamiento
consiste en prevenir o controlar la progresién de la enfermedad respiratoria para evitar o
disminuir el dafo pulmonar irreversible, marcador principal del pronéstico. Para esto, los pilares
basicos de los tratamientos de los pacientes con FQ se basan en cumplir con los controles
periddicos, lograr el reconocimiento y el tratamiento precoz de las exacerbaciones con
antibidticos, donde se utilizan terapias multi-drogas para palear las infecciones microbianas
sinusales y pulmonares. A su vez, se recomienda mantener una nutricion adecuada con
administracion de enzimas pancreaticas en cada comida, desarrollar mecanismos de adaptacion,
establecer hdbitos de salud positivos (deportes, actividades sociales, escolaridad, control
ambiental, etc.) y obtener adecuada accesibilidad y adherencia al tratamiento, especialmente a
la kinesioterapia del aparato respiratorio. En cuanto a la terapia para la infeccién pulmonar,

también se utilizan medicamentos inhalados (tobramicina) para ayudar a abrir las vias
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respiratorias obstruidas y llevar a cabo una terapia sustitutiva de la enzima DNAsa para diluir el
moco y facilitar la expectoracién. Suele administrarse también la vacuna antigripal y la
antineumocdccica polisacarida (de 23 serotipos) anualmente. En casos en los que la enfermedad
pulmonar empeore, la oxigenoterapia puede ser una opcién, y en los casos de degeneracién
irreversible y grave de la capacidad pulmonar, el trasplante de pulmén es la Gnica via de solucién

posible, pero sélo se recomienda en algunos casos (47-52).

En cuanto a las nuevas terapias, éstas tienen por objetivo corregir el efecto basico de la
enfermedad que es actuar sobre el funcionamiento del canal de cloro (CFTR). En este sentido,
existen dos estrategias enfoques muy diferentes: i) la terapia génica, dirigida a corregir la
alteracion genética del transportador, y ii) la terapia con “moduladores”, moléculas cuyo

objetivo es corregir el defecto funcional del transportador.

i) La terapia génica esta explorando la forma de introducir copias normales del gen en las vias
respiratorias de los pacientes con FQ usando adenovirus y virus adeno-asociados, asi como
formulaciones de liposomas no virales. Dichos ensayos siguen siendo prometedores, pero hasta
ahora no han llevado a los avances clinicos esperados que potencialmente puede ofrecer este

enfoque (53, 54).

ii) La terapia dirigida a la restauracion de la funcién de la proteina CFTR ha tenido mas éxito. En
los ultimos afos se ha comenzado a tener resultados sobre farmacos capaces de actuar
directamente sobre la proteina CFTR: potenciadores y correctores, dependiendo de la mutacion.
Los potenciadores mejoran el transporte de la proteina CFTR andmala hasta la membrana
celular y los correctores facilitan su funcionamiento incrementando la apertura del canal. El
efecto combinado de ambos produciria un incremento de la cantidad y funcionalidad de la
proteina CFTR en la superficie celular, traduciéndose en un aumento del transporte de cloroy

una mejora significativa en la evolucién clinica de los pacientes.

2. Burkholderia

Burkholderia es un vasto grupo de bacilos Gram negativos no fermentadores. Actualmente,
comprende mas de 120 especies que ocupan nichos ambientales extremadamente diversos,
como el suelo, el agua y las plantas. Estas especies son capaces de colonizar también habitats
animales y humanos. Por su extraordinaria capacidad metabdlica, pueden ser empleadas en la
promocién del crecimiento de las plantas, en biorremediacidon y biocontrol de plagas. Sin
embargo, Burkholderia comprende también dos patégenos de clase 3, Burkholderia mallei y

Burkholderia pseudomallei, y un nimero creciente de especies reportadas como patdégenos
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oportunistas en humanos (infecciones pulmonares en pacientes con FQ, en enfermedad

granulomatosa cronica, y en pacientes inmudeprimidos).

Por aios ha sido de interés clasificar a las especies de Burkholderia en las que producen efectos
beneficiosos, tales como las que son capaces de degradar contaminantes del agua, colonizar la
rizésfera, producir compuestos antifungicos o fijar N2, y en las que producen efectos
desfavorables en plantas, animales y/o humanos (55). En particular, debido al gran potencial
biotecnolégico de estos organismos se ha tratado de catalogar o clasificar estas bacterias como
“amigas” o “enemigas” de los humanos. Se ha invertido mucho esfuerzo en discriminar entre
cepas de Burkholderia ambientales beneficiosas (“las buenas”) y cepas patdogenas oportunistas
(“las malas”) (56—58). Estos esfuerzos han ganado impulso, ya que se han identificado muchas
nuevas especies de Burkholderia en muestras ambientales que exhiben rasgos potencialmente
valiosos y beneficiosos. Se cree que estas especies son seguras para aplicaciones
biotecnolégicas, ya que rara vez ha habido informes clinicos que indiquen un riesgo de estas

cepas para la salud humana (59).

Se ha intentado entonces, establecer estas diferencias a través de la construccion de arboles
filogenéticos basados en la secuencia concatenada de 21 proteinas conservadas de mas de 45
especies y la secuencia del 16S rRNA de 97 especies de Burkholderia (60). Estos trabajos
realizados principalmente por el grupo de Radey Gupta han proporcionado evidencia de que los
miembros del género Burkholderia (actualmente denominada Burkholderia sensu lato) se

pueden dividir en dos principales linajes o clados (Figura 4).
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Figura 4. Arbol filogenético basado en la secuencia de 21 proteinas conservadas de los genomas
secuenciados de los miembros del género Burkholderia utilizando el método de Maxima Verosimilitud
(Maximum Likelihood) (60).

El clado I de la figura 4, denominado Burkholderia sensu stricto, comprenderia las especies
patdgenas de humanos, animales, y plantas, incluyendo B. pseudomallei, B. mallei, Burkholderia
glumas, y las especies del Complejo Burkholderia cepacia. Sin embargo, este clado también
contiene muchas cepas que podrian usarse para promover el crecimiento de las plantas y como
agente de biocontrol de plagas de plantas, incluida Burkholderia vietnamiensis TVV74 y
Burkholderia ambifaria AMMD, respectivamente (61). Del mismo modo, aunque Burkholderia
cenocepacia es generalmente considerada la especie del CBc mas problematica en pacientes con
FQ, recientemente se ha secuenciado el genoma de una cepa altamente beneficiosa para el
biocontrol y crecimiento de plantas (62). Las especies de Burkholderia dentro de este clado
pueden tener entonces ambas propiedades. Otro interesante ejemplo es Burkholderia gladioli.

Dentro esta especie se han descripto cepas patdgenas de plantas, de humanos, pero también
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algunas viven endodfitamente dentro de las pantas sin causar ninguna enfermedad o sintomas

(63).

El segundo clado o grupo filogenético indicado en la Figura 4, denominado Paraburkholderia,
contiene muchas especies ambientales de Burkholderia beneficiosas para las plantas. Se ha
informado para varias de estas especies ser fijadoras de nitrégeno, ser capaces de nodulares
leguminosas, promover el crecimiento de las plantas y degradar compuestos recalcitrantes (64).
Dado que las especies de este grupo rara vez se aislan de pacientes infectados (65), a menudo
se considera que no representan ningun riesgo para la salud humana y por lo tanto han surgido
como candidatos prometedores para aplicaciones en biocontrol, biofertilizacion vy
biorremediacion (59, 60, 66). En este aspecto otros grupos de trabajo como el de Leo Eberl y
Peter Vandamme han reportado que esta es una “vision deseosa, potencialmente peligrosa y

ciertamente simplificada de la problematica” (58).

Se intenté también emplear los datos de gendmica comparativa para evaluar el potencial
patogénico de las cepas ambientales sobre la base de la presencia o ausencia de factores de
virulencia conocidos (66). Este estudio bioinformatico demostré claramente que muchos
factores de virulencia, incluidos los sistemas de secrecion Tipo Ill, IV y VI se encuentran
principalmente en representantes del clado Burkholderia sensu stricto mientras que estan a
menudo ausente en cepas del clado Paraburkholderia. Si bien este enfoque también es valioso,
se debe tener en cuenta que algunas cepas pueden no mostrar virulencia en un modelo de
infeccidn como C. elegans o G. mellonella (67, 68), y si expresar la mayoria factores de virulencia

gue se sugirieren como indicativos de patdgenos, o viceversa.

De modo que éstos y otros ejemplos sugieren fuertemente que ni la presencia de genes de
virulencia en una cepa, ni la virulencia aguda evaluada en modelos de infeccion en mamiferos,
pueden ser utilizados como predictores absolutos de confiabilidad para su uso biotecnolégico.
Asimismo, la posicion taxondmica de una cepa tampoco es indicador inequivoco de su
potencial patogénico y, por lo tanto, la decisidn sobre el uso industrial o biotecnoldgico de una
cepa de Burkholderia puede ser tomada solo caso por caso después de una caracterizacion

molecular y fenotipica cuidadosa de la cepa (58, 69, 70).

En 2018, Peter Vandamme y Leo Erbel realizan un interesante trabajo de actualizacidon
taxondémica de Burkholderia publicado en el Manual Bergey (Bergey’s Manual of Systematics of
Archaea and Bacteria, Published by John Wiley & Sons, Inc., in association with Bergey’s Manual

Trust 2018). Este trabajo presenta la descripcidon de las mds de 100 especies reportadas hasta




Introduccion general

2018, y se describen las diferentes estrategias de clasificacion taxondmica basadas en métodos

moleculares y fenotipicos propuestas en los ultimos anos (70).
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Figura 5. Arbol filogenético basado en el alineamiento de 24.213 nucleétidos de 31 genes marcadores
(COGs) compartidos por todos los genomas (con 11.669 patrones distintos y 0,27 % gaps).

Empleando la diversidad filogenética dentro de este gran grupo de organismos se han
reclasificado y renombrado una gran mayoria de las especies de Burkholderia (hoy denominado
Burkholderia sensu lato). Las secuencias gendmicas de los organismos de este grupo presentan
un contenido G+C (mol %) de 64—69 %. La taxonomia actual reconoce 4 géneros: Burkholderia
sensu stricto dentro de la que se encuentra el Complejo Burkholderia cepacia (indicado por el
recuadro en la Figura 5), Caballeronia, Paraburkholderia, y Robbsia (71, 72). A excepcién de

Robbsia cada género contiene especies ambientales que causan infecciones en humanos (70).

3. Complejo Burkholderia cepacia

3.1. Taxonomia del Complejo Burkholderia cepacia

El complejo Burkholderia cepacia (CBc), es un grupo taxondmico de, hasta el momento, 23
especies estrechamente relacionadas y fenotipicamente similares, pertenecientes al género

Burkholderia sensu stricto, las cuales se distribuyen ampliamente en el entorno natural. Son
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bacilos aerobios Gram negativos no formadores de esporos, rectos o ligeramente curvos, de
entre 1a 5 um de longitud (73), fueron identificados en 1950 por W.H. Burkholder como agentes
causantes de la pudricion de cebolla (74) y en los afios 1980, emergieron como un grave

problema para los pacientes con FQ en diferentes partes del mundo (75).

Las especies que inicialmente formaron parte del CBc han tenido multiples nombres, incluyendo
Pseudomonas cepacia, Pseudomonas multivorans y Pseudomonas kingii. En 1992, siete especies
fueron reasignadas desde el género Pseudomonasal al nuevo género Burkholderia sobre la base
de secuencias de 16S rRNA, homologia de ADN-ADN, los valores de composicidn de lipidos
celulares, acidos grasos, y caracteristicas fenotipicas. Un estudio minucioso realizado por el
grupo De Peter Vandamme y colaboradores en 1997 discrimind las cepas del complejo B. cepacia
en cinco genomovares (I-V) que representaban grupos de bacterias fenotipicamente similares
pero que eran genéticamente lo suficientemente distintas como para ser designadas como una
nueva especie (76). Esto puso en marcha una nueva definicidén en el curso de la investigacion
sobre la taxonomia y epidemiologia de estas especies. Hasta hace algunos afios, el CBc estaba
constituido por 9 especies formalmente descriptas, pero el reconocimiento de Burkholderia
ubonensis y la asignacion de 5 nuevas especies al complejo en el afio 2008 (77), incrementaron
el numero de especies a 15. La descripcidn del taxdn K en 2009 (Figura 6), que comprende a las
especies B. lata y B. contaminans (78), la descripcién de las especies B. pseudomultivorans en
2013 (79), B. stagnalis y B. territori en 2015 (80), B. paludis en 2016 (81), B. catarinensis en 2017
(82) y B. puraquae en 2018 (39), eleva hoy el nimero de especies del CBc a 23, tal como se

describe a continuacion:
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Figura 6. Evolucion taxondmica del Complejo Burkholderia cepacia.

Las especies del complejo Burkholderia cepacia no infectan normalmente a personas sanas, sino
a aquellas inmuno-comprometidas o que presenten nichos adecuados para su desarrollo. Los
pacientes con FQ son especialmente susceptibles a infecciones pulmonares con este tipo de
bacterias que también colonizan pacientes hospitalizados con alguna enfermedad subyacente
debilitante como HIV, cancer, etc. (83). Asimismo han sido reportadas infecciones graves por
organismos del CBc adquiridos en la comunidad, tales como endocarditis, abscesos cerebrales
(84) y neumonia (85). Otro grupo de riesgo frente a las infecciones por organismos del CBc lo

constituyen los pacientes que sufren granulomatosis crénica (EGC).

3.2. Distribucidn de las especies del CBc en la naturaleza

Los miembros del género son diversos y pueden encontrarse como especies de vida libre en el
suelo o el agua, o en asociacion con una lista cada vez mayor de huéspedes que incluye plantas,
hongos, animales y humanos. El tipo de interaccion con estos hospedadores puede ser
beneficiosa, perjudicial o ambos. La presencia de estas bacterias en el medio ambiente podria
explicar que en ausencia de transmisidn paciente-paciente, los nichos naturales o los diversos
establecimientos industriales/farmacéuticosy sus productos podrian ser las fuentes de infeccion

para estos pacientes (39, 86).
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Se han realizado numerosos estudios en este sentido y se ha podido establecer en algunos casos
una gran similitud entre las cepas aisladas del ambiente y de pacientes con FQ. Govan D. y
colaboradores, demostraron mediante estudios genéticos realizados aplicando electroforesis de
campo pulsado (PFGE), que aislados de B. cepacia de un paciente con FQ tenian un perfil
electroforético idéntico al de una cepa de esta especie (ATCC 25416) originalmente aislada de
una planta de cebolla (87). Las evidencias mas concluyentes al respecto fueron aportadas por
los trabajos realizados por un consorcio de laboratorios de Europa, EE.UU. y Canada quienes
emplearon la técnica de MLST para estudiar una poblacidn de casi 800 aislamientos del CBc
provenientes del ambiente, pacientes y la industria (57, 86, 88). Estas investigaciones
permitieron determinar que un importante nimero de aislamientos clinicos de B. cepacia, B.
multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. vietnamiensis y B. ambifaria poseian secuencias de
nucledtidos idénticas en los 7 loci del sistema MLST, a las encontradas en aislamientos
recuperados del medio ambiente (provenientes de rios, agua, cebollas, maiz) y en aislamientos
recuperados de instalaciones industriales y sus productos (productos farmacéuticos,
equipamiento hospitalario, cosméticos, etc.). Estos trabajos demostraron que al menos 6 tipos
de secuencias (ST, del inglés Sequence type) obtenidas para las cepas de origen clinico coincidian

con las encontradas para cepas de origen industrial.

Los miembros del CBc son organismos ubicuos en el medio ambiente y los brotes
intrahospitalarios ocurridos se han atribuido a contaminacidn de desinfectantes, antisépticos,
nebulizadores y dispositivos médicos (89, 90). Estos organismos presentan una gran capacidad
para sobrevivir al secado lo que permite su mantenimiento en superficies ambientales (91-93).
Las bacterias del CBc pueden sobrevivir durante periodos prolongados en gotas respiratorias en
superficies a temperatura ambiente (91). Muchas de ellas poseen también la capacidad de

persistir largos tiempos en agua.

Estd claro por todo lo expuesto, la notable versatilidad que poseen los organismos del CBc para
sobrevivir y crecer en ambientes muy diversos y probablemente infectar desde esos nichos a
pacientes con FQ. Es por ello que, se han implementado politicas estrictas de control de
infecciones en todo el mundo, con las cuales se ha logrado disminuir el contagio por transmision
paciente-paciente. Sin embargo, el medio ambiente, el ambiente hospitalario y la industria
contindan siendo nichos importantes para la adquisicién de infecciones por parte de la

poblacién de pacientes FQ (94, 95).

En este sentido el laboratorio de “Biofilms Microbianos” del CINDEFI recibe desde diferentes
hospitales nacionales, desde hace mas de 15 afios, aislamientos clinicos y del ambiente

hospitalario de organismos del complejo CBc los cuales son caracterizados e identificados a
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nivel de especie y cepa en la busqueda de posibles nichos de persistencia en el ambiente

hospitalario.

3.3. Caracteristicas del genoma y factores asociados a la virulencia de los organismos

del Complejo Burkholderia cepacia

Estas bacterias altamente versatiles, tienen genomas grandes (entre 6 y 9 Mb) formados por
multiples replicones (96). Se cree que el gran tamafio y el reparto en varios replicones aumentan
su flexibilidad para adquirir y perder genes (97). Los genomas de las bacterias del CBc
secuenciados hasta el presente estdn organizados en tres grandes replicones cromosémicos y
de uno a cinco plasmidos, que codifican juntos en promedio mas de 7000 genes (97). La mayoria
de los genes conservados (housekeeping) se encuentran en el replicdn cromosémico mas
grande, pero cada cromosoma parece codificar otros genes esenciales (98). Es probable que una
parte significativa de los genomas se haya adquirido por transferencia horizontal de genes, lo
gue contribuye a su diversidad metabdlica. Contienen varios tipos de secuencias de insercion,
pequefios fragmentos de ADN mdviles transponibles que estan involucrados en la plasticidad
del genoma y la regulacidn de la expresidn génica, y casi el 10% de los genomas estd en forma
de islas gendmicas (IG). Se cree que estas regiones se adquieren durante la evolucidn, ya que
tienen un porcentaje de contenido GC distinto. En general, los genomas tienen en promedio un

alto contenido de GC (67%).

Se han descripto para las bacterias del CBc una amplia variedad de factores de virulencia,
aunque no todos han demostrado tener un rol en la patogénesis de las enfermedades humanas
o estar presentes en todas las especies (Figura 7). A continuacidn, se explican los mds

representativos.
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Figura 7. Estructura gendmica y factores de virulencia expresados por B. cenocepacia. Tomado de Baldwin
y colaboradores, 2005 (88).

Lipopolisacaridos (LPS)

Los LPS, de las bacterias que componen el CBc estdn constituidos en general por un lipido A que
constituye el nucleo, oligosacaridos y un antigeno O. A diferencia de lo observado en otros
Gram-negativos, el nucleo oligosacarido del LPS de estas bacterias no contiene fosfato o 3-
deoxy-D-manno-oct-2-acido octulosdnico (KDo). Asimismo, en la columna vertebral del lipido A
se ha descrito la presencia de restos de 4-amino-4-deoxyarabinosa unidos a restos de fosfato
gue poseen implicancias en la resistencia a antibidticos del tipo de péptidos catiénicos y
polimixina (99, 100). Como es tipico en otros organismos Gram-negativos, el antigeno-O del LPS
de las bacterias del CBc constituye un componente inmunogénico importante presente de la

superficie de la célula bacteriana, y representa la base de una serotipificacion bacteriana (101).

Expresion de senales de quorum sensing (QS)

En el caso de organismos Gram-negativos, se ha descripto un sistema de sefiales de
comunicacién bacteriana denominado quorum sensing, el cual es mediado por la presencia de
ciertas moléculas derivadas de la estructura de las acil-homoserin-lactonas (AHLs). Estas

moléculas son liberadas por las bacterias al entorno celular. Por encima de cierta concentracién
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umbral, estas moléculas contribuyen a modular la expresion génica en células vecinas. La
regulacion por AHLs es dependiente de la densidad celular, y sélo se produce cuando las
poblaciones de bacterias superan un umbral critico, por lo que la deteccidn de sefiales de QS
proporciona un mecanismo por el cual las bacterias pueden rapidamente adaptarse a un
determinado ambiente (102). El primer sistema QS descripto en las bacterias del CBc se
identifico en la cepa B. cenocepacia K56-2 y se llamo CeplR (86). Cepl es una acil homoserina
lactona (AHL) sintasa y CepR un regulador transcripcional que puede detectar AHL. Desde
entonces, se han identificado sistemas homodlogos en todas las especies del CBc. Ciertas cepas
de B. cenocepacia poseen un segundo sistema, CcilR, codificado en la regién del BSESM.
También, se descubrié un tercer regulador, CepR2, un anadlogo de LuxR (103). La mayoria de los
genes controlados por QS estan regulados por CepR (104). Mientras que CepR funciona
principalmente como un regulador positivo, CciR principalmente inhibe la expresidn génica y
aproximadamente 200 genes estdn co-regulados reciprocamente por estos sistemas. CepR3
influye en la expresién de varios genes regulados por CepR o CciR, pero no requiere AHL para su
actividad (103). Las bacterias del CBc sintetizan predominantemente N-octanoil-
homoserinelactona y cantidades mds pequefias de N hexanoil-homoserina-lactona. Ademas de
este sistema QS basado en AHL, otros sistemas QS encontrados en las bacterias del CBc emplean
4-hidroxi-2 alquilquinolinas o acidos cis-2-dodecenoicos (= el factor de sefial difusible de
Burkholderia (BDSF)) (105). Los genes regulados por QS son, por ejemplo, genes que codifican
proteinas involucradas en la sintesis de sideréforos, produccién de proteasas, motilidad,
formacidn de biofilms y un sistema de secrecion tipo Il (104). Ademas de sus propios sistemas
QS, las bacterias del CBc también pueden responder a las moléculas de QS de P. aeruginosa
(105) y se ha demostrado que varios reguladores (CepS, ShvR, YciR, SuhB, YcilL, BCAM1871, AtsR)

influyen en la regulacion del QS (106-109).
Formacion de biofilms

Se supone que los biofilms son responsables de la aparicion de infecciones crénicas (110, 111)
Dado que se describe que las bacterias del CBc forman biofilms en superficies abidticas, pero
también en superficies bidticas como las células epiteliales, se cree que la formacion de biofilm
es importante en las infecciones pulmonares CBc crénicas (105). Sin embargo, los mecanismos
exactos involucrados en la formacién de biofilm quedan por determinar. Las fimbrias, los pili y
los flagelos juegan un papel en la adhesion inicial con RpoN que regula la motilidad flagelar (105).
Otros reguladores involucrados en la formacién de biofilms incluyen AtsR, un supuesto
regulador de respuesta sensor de quinasa y ShvR, un regulador de tipo LysR (109, 112). Se cree

gue las lectinas son importantes para el desarrollo estructural y, segin Inhiilsen et al. (2012)
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BapA, una proteina de gran superficie juega un papel importante en la formacién del biofilm
(113). El screening de una biblioteca de mutantes de insercién aleatoria de la cepa B.
cenocepacia H111 identificd 13 mutantes defectuosos en la formacion de biofilms (106). Los
genes involucrados codificaron proteinas de superficie, proteinas reguladoras y proteinas
requeridas para la biosintesis y el mantenimiento de la membrana externa. Ademas, se confirmd
qgue el QS desempena un papel en la formacion de biofilms (106). Los exopolisacaridos son
unidades de polisacdrido repetitivas ramificadas secretadas en el medio extracelular y parte de
la matriz del biofilm (112). Se han identificado cinco exopolisacaridos diferentes en las bacterias

del CBc, produciéndose cepacian en mas abundancia (97).
Sideréforos

El hierro es esencial para varios procesos metabdlicos bacterianos importantes, como Ia
respiraciony la sintesis de ADN (114). Sin embargo, la biodisponibilidad del hierro es baja debido
a la muy baja solubilidad del ion Fe** (114). Por ejemplo, en los mamiferos hospedadores, el
hierro esta fuertemente unido a proteinas como la hemoglobina, la transferrina, la lactoferrina
y la ferritina. Al agotarse el hierro, las bacterias producen sideréforos, compuestos quelantes de
alta afinidad al hierro para buscar el hierro. Los complejos de Fe*® solubles resultantes pueden
ser absorbidos por mecanismos de transporte activos. Las bacterias del CBc pueden producir
varios siderdforos (112). Mientras que las cepas de B. cenocepacia producen principalmente
ornibactina y pioquelina, se cree que la produccion de pioquelina en B. cenocepacia 12315 es
defectuosa debido a una mutacién en el marco de lectura de pchF. Sin embargo, se encontré
gue varios genes involucrados en la sintesis de pioquelina estaban regulados positivamente
cuando B. cenocepacia 12315 se cultivé en un medio de crecimiento que contiene esputo FQ, lo

gue sugiere que la ruta de pioquelina todavia es funcional (115).
Cable pili y adhesinas de 22 kDa

Las infecciones en pacientes FQ pueden ser muy variables en su presentacién clinica.
Aproximadamente el 20% de pacientes infectados con organismos del CBc desarrollan el
sindrome cepacia, caracterizado por neumonia y bacteriemia necrotizante. La adhesion de
bacterias a las células epiteliales se considera que es uno de los primeros pasos en el proceso de
infeccidn. Varios estudios han demostrado que la presencia del cable pili (15) y la adhesina
asociada de 22 kDa mejoran la capacidad de las cepas del complejo para unirse e invadir cultivos
de células epiteliales a través del receptor citoqueratina 13, que se expresa abundantemente en
las vias respiratorias de los epitelios de estos pacientes (116-118). Para determinar la

contribucion especifica del cable pili y la adhesina en la adherencia y la patogénesis, se han
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construido y estudiado diferentes mutantes isogénicas. Especificamente, los genes que codifican
la mayor subunidad de la pilina (cblA) y la adhesina de 22 kDa (adha) han sido bloqueados en
ciertas mutantes. Los resultados de ensayos in vitro, utilizando células epiteliales diferenciadas
en cultivos de células escamosas, indican que todos los mutantes muestran una disminucién
significativa en la adhesidn/invasion. Esta diferencia fue mas pronunciada en el Adha-mutante.
Los resultados hasta ahora indican que, aunque el cable pili no es necesario para la expresiény
funcidon de la adhesina de 22 kDa, su presencia mejora la adhesion de la proteina de 22 kDa a la
citoqueratina 13. Los aislamientos del CBc que no expresan pili, o poseen bajo nivel de
expresion, no producen la adhesina de 22-kDa en cantidad suficiente. Se ha reportado que en
estos casos, los microorganismos no son capaces de unirse a las células del hospedador y poseen

una baja capacidad invasiva (119).
Flagelos

Los miembros del CBc expresan dos tipos de flagelina que se distinguen por el tamaiio de la
subunidad que las conforma (55 kDa de tipo | y 45 kDa para el tipo Il) (120). Se ha reportado
para la cepa B. cenocepacia J2315 que la presencia de flagelos es esencial para invadir células
de la linea A549 (121). La flagelina bacteriana presente en B. cenocepacia es reconocida por
receptores celulares como Toll-like 5 (TLR5) (Figura 7). Su unidn a estos receptores inicia una

cascada de sefializacidn, lo que resulta en la activacion de NF-kB y secrecion de IL-8 (122).

La expresién de estos y otros factores que participan en la virulencia de los organismos del CBc
dependeria de las condiciones del ambiente pulmonar y de la etapa de la infeccién (primeras
etapas o infeccidn crénica) (123, 124). En los Ultimos afios ha habido un gran interés en el estudio
de los factores de virulencia expresados por las diferentes especies del CBc en la busqueda del
desarrollo de nuevas estrategias y/o el disefio de moléculas para combatir las infecciones por

CBc.

3.4. Identificacion de bacterias pertenecientes al CBc

3.4.1. Identificacion fenotipica

En los centros de salud hospitalaria normalmente se lleva a cabo el aislamiento y caracterizacién
de aislados microbianos empleando medios selectivos, siguiendo las practicas clinicas
microbioldgicas recomendadas para el aislamiento e identificacién de muestras de especimenes
respiratorios (125, 126). Actualmente sobre los aislados obtenidos se aplican métodos
convencionales de identificacién bioquimica (crecimiento a diferentes temperaturas,

determinacién de actividades enzimaticas, asimilacion de fuentes de carbono y nitrégeno, etc.)
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de forma automatizada por sistemas como el Vitek 2 (bioMerieux). En la mayoria de los casos,
también se realizan ensayos bioquimicos adicionales que permiten la discriminacién entre otros
organismos Gram-negativos multi-resistentes (B. cepacia-like bacteria) (125-127) y las pruebas
de susceptibilidad a antimicrobianos (técnica de difusidon con discos en medio Mueller-Hinton)
siguiendo los lineamientos del Clinical and Laboratory Standards Institute (128). Si bien los
sistemas de identificacion comerciales mencionados han contribuido al manejo y tratamiento
de pacientes con FQ, las pruebas fenotipicas presentan varias limitaciones tales como: (i) dentro
de una misma especie no todos los aislados exhiben una determinada caracteristica, (ii) la
reproducibilidad del método no es alta; (iii) variaciones fenotipicas que ocurren respecto a las
cepas tipo durante la infeccién crénica, (iv) el lento crecimiento que presentan los aislamientos

recuperados de infecciones crénicas (129).

En los ultimos 10 afios los laboratorios de microbiologia clinica a nivel mundial han incorporado
en la rutina del diagndstico microbioldgico la espectrometria de masas (EM) mediante la
plataforma MALDI-TOF (desorcidn/ionizaciéon mediante laser asistida por matriz) (130) para la
rapida identificacion de bacterias, levaduras y hongos de importancia clinica (77, 131-137). Bajo
las condiciones de trabajo y la escala de masas analizada (m/z entre 3.000-1.000 Da) las
proteinas que se observan en el espectro de masas corresponderan a las proteinas ribosomales.
El espectro de masas generado, representa entonces un “fingerprinting” caracteristico y propio

para cada especie.

El laboratorio de biofilms del CINDEFI desarrolld junto con el grupo del Dr. Dieter Naumann del
Instituto Robert Koch de Berlin una metodologia de identificacién basada en el reconocimiento
de los espectros MALDI-TOF obtenidos de células intactas empleando un software especifico,
gue permite la identificacidon de organismos Gram negativos recuperados de pacientes con FQ

(136).

Desde hace aproximadamente 5 afos esta técnica se haimplementado en mas de seis hospitales
publicos de la ciudad de Buenos Aires y en el Instituto Malbrdn. Se ha creado, a través de un
trabajo en red realizado entre los diferentes hospitales, una base de datos espectrales (RENAEM
v2.0) que contiene los espectros de masas (MALDI-TOF) de organismos circulantes actualmente
en nuestro pais recuperados de los pacientes con FQ (134). Sin embargo, debemos tener en
cuenta que éste es un método de identificacién fenotipico cuya robustez se basa en la diversidad
de géneros, especies y cepas que se encuentren almacenadas en la base de datos acoplada al
espectrometro de masas empleado para hacer la identificacién. Cuanto mayor sea la diversidad
de géneros, especies y cepas almacenadas en dicha base de datos, mayor serd la certeza de la

identificacion. El problema con los organismos aislados de tracto respiratorio de estos pacientes,
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en particular, si provienen de pacientes infectados cronicamente, es que los organismos sufren
modificaciones genéticas y fenotipicas en el hospedador que muchas veces no estan
contempladas o abarcadas por los organismos de referencia guardados en la base de datos.
Sumado a este inconveniente también estos pacientes estan colonizados por organismos no
habituales para las infecciones de la clinica de rutina, por lo cual pueden no estar almacenados
en la base de datos. Esto lleva a que en algunas circunstancias la identificacién obtenida pueda

ser erronea.

Este escenario nos muestra que la identificacion microbioldgica de las muestras respiratorias en
paciente con FQ es un desafio que debemos afrontar con la aplicacién de diversas metodologias

gue combinen ensayos fenotipicos y genéticos.

3.4.2. Identificacion genética

Los métodos genéticos son los mas precisos y fiables para confirmar la identificacién presuntiva
de estos organismos. La comparacion filogenética de la secuencia completa del gen 16S ARNr
de una bacteria contra un banco de datos permite distinguir la mayoria de las especies conocidas
oficialmente (73). Ademas, las sondas de hibridacion fluorescentes in situ basadas en el gen 16S
ARNr han demostrado ser prometedoras para la identificacion microscépica directa de frotis de
esputo de bacterias del CBc (138). Sin embargo, la secuenciacién parcial del gen 16S ARNr o el
estudio mediante RFLP (fragmentos de restricciéon polimorfismo de longitud) de este gen han
demostrado que no son lo suficientemente discriminatorios para resolver todas las especies,
debido a que el gen blanco tiene un porcentaje de identidad mayor al 98% en todos los
miembros del CBc (139). Sin embargo, los polimorfismos de la secuencia del gen que codifica la
proteina, RecA, han demostrado ser discriminatorios a nivel de especie, habiéndose disefiado
cebadores para la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) especificos a cada especie
bacteriana dentro del CBc lo cual ha contribuido a la designacion formal de varias especies (140).
La amplificacién de un producto de 1041-pb del gen recA usando los cebadores BCR1 y BCR2
permite asignar con una certeza de casi el 100% si un aislado es un miembro del CBc. Sin
embargo, los métodos recA-RFLP o la PCR del gen recA basada en cebadores especie especifica,
no son exactos para todas las especies actualmente descriptas dentro del complejo (140, 141).
La aparicidn de nuevas especies ha constituido y constituye un gran desafio para los laboratorios

encargados de identificar y discriminar estos organismos.

La identificacidon a nivel de especie debe ser siempre confirmada por pruebas adicionales de la
siguiente manera: el andlisis filogenético de la secuencia del gen recA es discriminatorio (140,

141) y permite identificar un aislamiento dentro de un grupo del CBc. Sin embargo, este método
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basado en la secuencia de un solo gen ha sido superado posteriormente por la técnica de
Tipificacion de secuencia multilocus (MLST, del inglés Multilocus sequence typing). Este
esquema de identificacion, reportado en el afio 2005, surgié de un trabajo realizado por un
Consorcio Europeo constituido por Adam Baldwin (Universidad de Warwick, Reino Unido),
trabajando en estrecha colaboracién con Eshward Mahenthiralingam (Universidad de Cardiff,
Reino Unido) y otros colaboradores de diferentes hospitales del Reino Unido. Este grupo creé
un sitio Web (http://pubmlst.org/CBc/) que contiene dos bases de datos enlazadas, una que
almacena los perfiles alélicos y secuencias de genes y la otra la informacidn relacionada con
aislados clinicos. El sistema desarrollado estd altamente validado y transferible. El esquema de
MLST proporciona una herramienta que describe variantes alélicas en los genes conservados
con el objetivo de identificar y tipificar a miembros de poblaciones de bacterias a nivel de
especie y cepa. El esquema de MLST para CBc examina polimorfismos de nucleétidos en
fragmentos de 7 genes de expresidn constitutiva housekeeping que se encuentran dispersos en
los cromosomas uno y dos, y utiliza los perfiles alélicos combinados resultantes para asignar un
tipo de secuencia clonal (ST) para cada cepa Unica. MLST es el Unico sistema capaz de
proporcionar la inequivoca identificacion de las especies del CBc en un solo enfoque (88). Los
organismos del complejo B. cepacia, al igual que otros, puede recombinarse en un alto
porcentaje, sin embargo, los estudios de mutacion y las tasas de recombinacidn en los genes
utilizados en el MLST ocurren a tasas muy bajas que no afectan por lo tanto la eficacia de la
técnica (142). Esta metodologia es de aplicacion comun en paises desarrollados y en Argentina
se comenzdé a implementar en los Ultimos afios con frecuencia creciente, a partir de la

adquisicidn de secuenciadores de ADN en los servicios hospitalarios nacionales.

En comparacién con otras técnicas, si un laboratorio en cualquier lugar del mundo genera la
secuencia del ADN de un aislamiento para solo uno de los genes del sistema MLST (por ejemplo,
la secuencia del gen recA), ésta podra ser contrastada contra las secuencias que se encuentran
depositadas en la base de datos publica (http://pubmlst.org/CBc/) y podra obtenerse para el
microorganismo en estudio el tipo de cepa (ST) y su identificacién a nivel de especie (143). La
mayor facilidad que existe en la actualidad a nivel mundial para generar secuencias de ADN y el
facil acceso a la base de secuencias publica, hacen que el MLST tenga un importante papel en la

vigilancia epidemioldgica (88, 139, 143).

Se ha propuesto el andlisis de las variaciones de las secuencias del gen hisA para la identificacion
de la mayoria de las especies actuales dentro del CBc. Tanto el andlisis filogenético del

fragmento de 442 pb del gen hisA como el cddigo de 11 letras obtenido de la combinacion de
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los nucleétidos dentro de gen hisA, pueden emplearse como herramientas adicionales para

llevar a cabo la discriminacién de especies CBc, como ha sido reportado (144).

En consecuencia, la tipificacion por MLST es una herramienta especifica disefiada para la
realizacion de estudios epidemiolégicos moleculares y para la asignacion de cepas dentro de
las especies mencionadas, en donde las similitudes y diferencias se miden usualmente como
diferencias en los perfiles alélicos. La técnica de analisis de secuencia multilocus (MLSA, del
inglés Multi Locus Sequence Analysis) emplea procedimientos filogenéticos basados en las
secuencias de nucledtidos de alelos con el fin de revelar las similitudes entre las cepas que
representan a diferentes especies y géneros. En este sentido, se demostrd que una divergencia
del 3% entre las secuencias concatenadas de los alelos se puede usar como un valor umbral para
la delineacion de especies dentro del CBc (78). Los arboles filogenéticos se deducen no sélo para
servir de eje filogenético, sino también para poner de manifiesto las relaciones intra-especies a
un nivel en donde el analisis comparativo de la secuencia en el rRNA 16S ya no es discriminatoria

(139).

3.5. Epidemiologia de las infecciones con bacterias del CBc

Como se menciond anteriormente, las infecciones de las vias respiratorias en pacientes con FQ
pueden ocurrir, ya sea por trasmision de microorganismos de paciente a paciente o pueden
adquirirse en el hospital o desde el medio ambiente (57, 145). La evolucién y el pronéstico de la
enfermedad son sumamente variables dependiendo principalmente de la especie infectante,
del estado clinico general del paciente, y de la predisposicion individual del paciente al momento
de la infeccién (86, 146). Aunque la prevalencia de las bacterias del CBc es relativamente baja
(aproximadamente el 3% de los pacientes con FQ en los EE. UU) (37), su impacto puede ser muy
importante (147). Muchos pacientes con FQ pueden permanecer infectados por estos
organismos pero mostrarse relativamente saludables durante periodos de tiempo prolongados,
sin embargo, otros sufren un grave deterioro en su estado pulmonar, o mueren poco después
de la colonizacién inicial (148). Los pacientes que muestran un deterioro clinico muy rapido y
poco controlable, conocido como ‘sindrome cepacia", representan una minoria
(aproximadamente el 10% de los individuos). Estos pacientes sufren por lo general neumonia
necrotizante y septicemia que resulta en la muerte prematura del paciente (149, 150). Las
diferencias entre los patrones de infeccién entre estos organismos sugieren la existencia de

variaciones en la patogenicidad, resistencia y persistencia de estos agentes infecciosos.

La alta transmisibilidad de las cepas de un paciente a otro hace que estas especies sean temidas

entre los pacientes con FQ (115). Casi todas las especies del complejo han sido aisladas de
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pacientes con FQ, pero particularmente B. cenocepacia y B. multivorans se han recuperado a
nivel mundial con mayor frecuencia de muestras de esputo de pacientes con FQ (37). La
incidencia de cada especie del CBc sobre estos pacientes varia y depende de la ubicacién
geografica (97). En EE.UU. por ejemplo, B. cenocepacia y B. multivorans representan

aproximadamente el 70% de las especies que colonizan los pacientes con FQ (37) (Figura 8).
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Figura 8. (A) Distribucién de especies del CBc en pacientes con FQ de EE.UU. Los datos fueron obtenidos
de mas de 2000 pacientes FQ tratados entre 1997 y 2007. (B) Incidencia de infecciones por B. cenocepacia
y B. multivorans en pacientes FQ de EE.UU. a lo largo del tiempo. Tomado de (37).

B. cenocepacia presenta tres complejos clonales responsables de brotes epidémicos

importantes:

Linaje ET-12: Linaje altamente transmisible tipo 12 (ET-12), entre ellas B. cenocepacia J2315, han
infectado a pacientes en Canada, Reino Unido y otros paises europeos a fines de la década de
1980 y durante gran parte de la década de 1990 (151). Los aislamientos pertenecientes a este
clon se caracterizan por la presencia del gen cblA (que codifica el cable pilus), una adhesina de

22 kDa (152) y el gen "marcador de cepa epidémica B. cepacia” (BCESM) (153).

El Clon PHDC: aislado de la regién del Atlantico medio de los Estados Unidos entre 1980 y 2000
(154). Esta cepa no contenia el gen cblA ni el marcador BCESM y fue designada Filadelfia-Distrito
Columbia (PHDC). infecta a pacientes tanto en los Estados Unidos como en Europa (155, 156).
Ademas, los aislados clonales de PHDC se recuperaron de suelos de campos agricolas (94), lo

gue sugiere que las infecciones con cepas de Bcc se pueden adquirir del medio ambiente.

El clon del medio oeste: Un tercer linaje epidémico, denominado clon del Medio Oeste, ha

infectado a numerosos pacientes en centros de FQ en la region del Medio Oeste de los Estados

Unidos (151).
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Aunque la mayoria de las cepas problematicas pertenecen a la especie B. cenocepacia, otras
cepas compartidas por multiples pacientes son, por ejemplo, una cepa de B. dolosa, SLC6, que
se identificd en varios pacientes en un centro de FQ en los EE. UU. y la "cepa Glasgow" de B.
multivorans identificada a partir de un brote en Escocia (37). Si bien estas cepas han infectado a
menos pacientes en comparacion con las cepas de B. cenocepacia, ambas han causado la mayor
cantidad de infecciones (37). Sin embargo, los estudios epidemioldgicos han demostrado que
el aislamiento de pacientes infectados y la implementacién de pautas estrictas de control de
infecciones son importantes para limitar la propagacién de infecciones a través de contactos

sociales (57).

En contraste, con las especies mencionadas arriba, la prevalencia de B. cepacia, Burkholderia
stabilis, Burkholderia anthina y Burkholderia pyrrocinia (55, 157) entre los pacientes con FQ es
significativamente menor a nivel mundial, mientras que Burkholderia vietnamiensis vy

Burkholderia ambifaria rara vez colonizan los pacientes con FQ (55, 86).

En Argentina, la prevalencia de aislamientos de organismos del CBc recuperados de pacientes
con FQ desde 1990 hasta el afio 2004 era muy baja con valores entre 0,2 hasta 3,6 %
dependiendo del centro médico, y el periodo de tiempo considerado (Comunicacién personal
de jefes de Bacteriologia de hospitales nacionales). Sin embargo, a principios de 2004, ocurrio
un brote de organismos del complejo en muchos centros de tratamiento de pacientes con FQ.
La proporcion de pacientes de los que se aislaron diferentes organismos del CBc oscil6 entonces
entre 19 y 36 % (dependiendo del centro médico) (158, 159). En la actualidad, debido a la
aplicacion de estrictos procedimientos de control para prevenir las infecciones, la incidencia de

Burkholderia spp. en pacientes con FQ locales se redujo a aproximadamente a un 10 %.

Es importante mencionar que en el momento del brote de Burkholderia spp. el laboratorio de
Biofilms microbianos de CINDEFI encard junto con otros laboratorios y centros de salud tales
como el Hospital de Nifios de La Plata, el Hospital de Santisima Trinidad de Cérdoba, el Hospital
Gutiérrez y el Hospital Garraham de Buenos Aires, un estudio epidemioldgico nacional
estudiando la prevalencia e incidencia de las diferentes especies de Burkholderia en la region.
Estos estudios permitieron establecer que, en Argentina, a diferencia de la distribucion de
especies del CBc recuperadas en pacientes con FQ a nivel mundial, existe una alta prevalencia
de Burkholderia contaminans (57,6 %), seguida de B. cenocepacia (15 %), B. cepacia (7,5 %), B.
multivorans (6,0 %), B. stabilis y B. vietnamiensis (5 %), B. seminalis (3,0 %) y B. ambifaria (1,5
%). (160). Estos estudios demostraron que la diversidad genética era muy baja, circulaban en la
region unos pocos clones (subtipos BOX-1y BOX-8) Se demostré también que, si bien existia una

transferencia paciente-paciente, la mayoria de las infecciones provenian seguramente de una
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fuente externa, nichos ecoldgicos o productos industriales. Luego en el Instituto Malbrdn se
realizd una actualizacion de epidemioldgica sobre 68 aislamientos del CBc aislados de 46
pacientes con fibrosis quistica de 14 hospitales distribuidos en 9 provincias. Estos estudios
confirmaron que la especie de mayor prevalencia continuaba siendo B. contaminans (49 %)
seguida por B. cenocepacia (25 %). El resto de las especies identificadas fueron: B. cepacia, B.

multivorans, B. vietnamiensis y B. pyrrocinia (161).

Si bien B. contaminans desde 2012 se ha aislado en otros paises como Portugal, Espaiia (162), y
en algunas regiones Sudamérica (163, 164) su incidencia es mucho menor que en nuestro pais.
Esto hace que el interés por el estudio de esta especie sea eminentemente local. Dado el gran
impacto que tiene la incidencia de esta especie en el sector salud es evidente que se requiere
profundizar las investigaciones epidemioldgicas, tratar de dilucidar las posibles fuentes de
fuentes de infeccion, conocer su diversidad, la estructura poblacional, y comprender los

factores y mecanismos implicados la trasmision y persistencia de esta especie.

B. contaminans es un patégeno oportunista altamente resistentes a los desinfectantes,
conservantes y antibidticos (73). Las colonias son de aspecto humedo y muestran un
caracteristico brillo metalico (Figura 9). Todas las cepas pueden crecer en agar MacConkey y en
medio B. cepacia agar selectivo (BCSA). Se observo crecimiento en dicho medio a 30, 37 y a 42
°C. La mayoria de las cepas son pigmentadas, de color amarillo verdoso y hemoliticas, una

caracteristica que no se observa cominmente entre las especies del CBc (78).

Figura 9. Burkholderia contaminans aislada a partir de muestras de esputo de un paciente con FQ. a)
Medio EMB-agar y b) medio TS-agar. Imagen tomada de Vanlaere y col. 2009 (78).

Su presencia ha sido reportada a nivel mundial en aislamientos de muestras de pacientes FQ,
no-FQ, en el ambiente y en productos industriales en paises como Estados Unidos, Italia, Canada,
Portugal, Reino Unido, Brasil, Nueva Zelanda, Dinamarca, Turquia, China, Alemania y Argentina

(57, 88, 158, 159, 165-167).
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Aunque las infecciones del tracto respiratorio por B. contaminans pueden ser transitorias, su
adquisicidon generalmente resulta en una infeccién pulmonar crénica, muy dificil de erradicar
debido a la resistencia intrinseca a varios antibiéticos, como se menciond anteriormente. Las
terapias antimicrobianas agresivas generalmente se usan para tratar infecciones recurrentes
(168, 169), y si bien son efectivas para aliviar los sintomas, a lo largo del curso de las infecciones
crénicas, fomentan la adaptacién evolutiva de las poblaciones bacterianas, incluido el desarrollo
de la resistencia a los antimicrobianos, lo que contribuye a su persistencia en las vias

respiratorias.

3.6. La infeccion cronica por organismos del CBc

Durante la infeccidn crénica, las vias respiratorias de los pacientes con FQ representan un
ecosistema en el que los patédgenos bacterianos oportunistas evolucionan en respuesta a
presiones de seleccidn extremadamente estresantes tales como, la respuesta inmunoldgica del
paciente, las terapias antimicrobianas permanentes y agresivas, y la limitacidn de nutrientes, en
particular del oxigeno (170). Esto lleva a los organismos a desplegar diferentes estrategias
adaptativas y producir multiples variantes fenotipicas (diversificacion) que les permitan persistir

en ese entorno hostil (Figura 10).

Para el caso de las infecciones crénicas por P. aeruginosa estos procesos de diversificacion han
sido muy estudiados, entre ellos la conversidn al fenotipo mucoide, la inactivacidon de la
deteccion de sefiales de quérum sensing, cambios en la resistencia a antibidticos, alteraciones
en lipopolisacaridos, pérdida del sistema de secrecidn tipo Ill, y un aumento en la tasa de
mutacién que conduce a un fenotipo hipermutador (171-175). En referencia a los organismos
del CBc, se ha reportado también para unas pocas especies, tales como B. dolosa y B.
cenocepacia la existencia de importantes variaciones genéticas y fenotipicas en aislamientos

recuperados a lo largo de la infeccidn crénica (176, 177).

Las infecciones pulmonares crénicas producidas por miembros del CBc en pacientes con FQ
presentan una gran relevancia clinica ya que su presencia esta asociada a una evolucion clinica
desfavorable de los pacientes, mds aun cuando estas bacterias se encuentran coinfectando con
P. aeruginosa. Es de gran interés, entonces, y es el objetivo general de los trabajos de
investigacion del laboratorio de “Biofilms Microbianos” del CINDEFI, conocer cdmo las
bacterias del CBc, y en particular B. contaminas, se adaptan al ambiente de las vias aérea del

paciente con FQy persisten en el hospedador.
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Figura 10. Esquema indicando los posibles mecanismos de persistencia y otros factores que participan en
la persistencia de organismos del Complejo Burkholderia cepacia en el hospedador. (Adaptado de E. Lewis
& Torres 2016 (178)).

Hipermutacién

i) Sobrevida intracelular

Ademas de los patégenos definidos clasicamente como intracelulares, algunos microorganismos
como S. aureus y P. aeruginosa también pueden sobrevivir dentro de células eucariotas
huéspedes. Estos patégenos oportunistas residiendo intracelularmente en la mucosa nasal o en
el parénquima pulmonar constituyen un reservorio para la recurrencia y la infeccién (179, 180).
Esta representa una estrategia alternativa que adoptan ciertos patégenos respiratorios para
protegerse de los mecanismos de defensa, humorales y celulares, asi como del tratamiento con

antimicrobianos.

Para los organismos del CBc existen aun interesantes controversias sobre la forma de
persistencia en el hospedador. La investigacidn en las ultimas dos décadas ha demostrado que
al menos algunas especies del CBc sobreviven intracelularmente en macréfagos humanos, en
murinos de vida libre (181-185), y en células epiteliales (186-190). B. cenocepacia y B.
multivorans fueron detectadas en pulman de pacientes con FQ como células simples dentro de
fagocitos o en pequefios “clusters” en mucus, pero no como estructuras tipo biofilm (191).
Asimismo, en estudios realizados sobre explantes de pulmdén de pacientes colonizados
cronicamente con organismos de las especies B. cenocepacia y B. cepacia se ha observado que
estas bacterias se concentran principalmente en el epitelio bronquiolar, en las vias areas
inflamadas entre las células epiteliales de las vias respiratorias, en los septos alveolares y en

macréfagos luminales (184, 191, 192). Estos resultados sugieren que ambas especies tienen la
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capacidad de ser altamente invasivas, y son capaces de migrar de las vias aéreas a través de la

barrera epitelial para invadir el parénquima pulmonary los capilares, iniciando asi la septicemia.

En otras especies del CBc, para las cuales el desenlace de la infecciéon en una septicemia no es
lo mas comuin, como B. multivorans, se asume que se encuentran colonizando las vias
respiratorias formando biofilms (193—198). De hecho, estos autores reportan que el biofilm
puede reducir la eficacia de los antimicrobianos y ser una estrategia que asegure la persistencia
de la infeccién. Sin embargo, para todos los casos que se propone la sobrevida intracelular no
se excluye la colonizacién y persistencia mediada por biofilm. Ambos mecanismos podrian
constituir formas de persistencia en diferentes etapas de la infeccidn o en diferentes nichos

del hospedador (178).
ii) Formacion de biofilm

Para organismos como P. aeruginosa, S. aureus y S. maltophilia, ha sido reportado que una de
las estrategias que adoptan para colonizar y persistir en tracto respiratorio es a través de la
formacidn de biofilms. El patégeno oportunista mas estudiado en este sentido es P. aeruginosa
gue puede adoptar este tipo de crecimiento sobre la mucosa del tracto respiratorio como una
de sus formas de persistencia en el hospedador. En relacién a algunos organismos del CBc, se
ha podido establecer que son capaces de formar biofilm in vitro y se pueden expresar una gran
variedad de sefiales de QS ligadas a la formacién de biofilms (106, 199). A su vez también existen
indicios que algunas de las especies del CBc muestran capacidad de invadir y sobrevivir

intracelularmente.

Para el caso de B. contaminas, no se han reportado aun factores bacterianos implicados en
mecanismos de persistencia como biofilm en las vias respiratorias, ni tampoco, como se
menciond arriba, se ha informado sobre su localizacién intracelular en explantes de pulmén. En
este escenario, el laboratorio de Biofilms microbianos del CINDEFI ha decidido abordar ambas
estrategias de estudio. Por un lado, se han comenzado a realizar estudios de invasion de células
epiteliales y macréfagos in vitro en colaboracién con el grupo de la Dra. Maria Eugenia Rodriguez
y la Dra. Yanina Lamberti del CINDEFI. Por otro lado, en el marco de este trabajo de tesis doctoral
he estudiado el surgimiento de células persistoras como una estrategia de permanencia en

biofilm a lo largo de la infeccidon crénica.
iii) Surgimiento de variantes fenotipicas

Los cambios fenotipicos que ocurren en los organismos recuperados a lo largo de la infeccién
cronica en pacientes con FQ son un sello distintivo de la adaptacién bacteriana durante la

infeccidn cronica. Para muchas especies, entre ellas S. aureus, P. aeruginosa y E. coli, se ha
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informado que en el curso de una infeccién crdénica las propiedades fenotipicas, varian debido a
las diferentes presiones de seleccion dentro del hospedador (44). Para el caso de la infeccién
crénica por P. aeruginosa se ha reportado que los aislados recuperados longitudinalmente a lo
largo de la infeccién muestran cambios en la mucosidad, la motilidad, en el surgimiento de
variantes pequefias (SCV), en la susceptibilidad a antimicrobianos y la produccién de proteasas,
lipasas y otros factores de virulencia (200). Para S. maltophilia, Vidigal ycol. (2014) han reportado
una gran diversidad genética y fenotipica como resultado de la adaptacién a lo largo de la
infeccidn cronica de pacientes con FQ. En aislamientos obtenidos a lo largo de 10 afios de
infeccidn se observé que la adaptacidn produjo un aumento en la resistencia a antimicrobianos,
una disminucidn en la expresion de factores de virulencia y en la formacion de biofilm (201). En
relacidn a los organismos de CBc, se han realizado diversos estudios principalmente con B.
cenocepacia 'y B. multivorans (202—204). En este sentido, se realizé una interesante investigacion
sobre la variacion clonal fenotipica que surge como estrategia adaptativa en B. cenocepacia.
Entre las principales caracteristicas se observé una disminucién en la capacidad de formacion
de biofilm, una disminucién en la motilidad (swarming y swimming), una disminucion de la
velocidad de crecimiento, cambios en la expresidon de factores de virulencia y un aumento en la
resistencia a antimicrobianos. Este fenédmeno fenotipico adaptativo estuvo acompafiado por un
deterioro de la funcién pulmonar y una evolucién clinica desfavorable del paciente. Uno de los
rasgos mas importantes en la evolucion fenotipica bacteriana de organismos del CBc en
contraposicion a lo que se observa con P. aeruginosa, es la conversion del fenotipo o variante
mucoide a uno no mucoide que viene acompafiada por una rapida caida en la funcién pulmonar

(205, 206).

En un trabajo previo sobre aislamientos recuperados de vias respiratorias de 14 pacientes con
FQtratados en el Hospital de Nifios de La Plata se pudo determinar el surgimiento de tres rasgos
caracteristicos que fueron asociados con la adaptacién microbiana a lo largo de infecciones
cronicas, y con la evolucion clinica desfavorable en los pacientes: i) el surgimiento de variantes
pequeidias (SCV), ii) la reversion a colonias no mucoides v iii) el surgimiento de variantes
pigmentadas. Estas caracteristicas se presentan en forma individual o simultdneamente.
Pudimos establecer, entonces que los fenotipos no mucoides, SCV y pigmentados, representan
una forma patogénica altamente virulenta que facilita la persistencia de estas bacterias en el
hospedador. Estos resultados coinciden con los reportados para otros organismos como P.
aeruginosa donde se informa que la presencia de SCV esta asociada a una adaptacién bacteriana
gue favorece la supervivencia dentro del pulmdn contribuyendo al dafio pulmonar significativo

y causando una peor condicidn clinica del paciente (207, 208).
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iv) Resistencia a antimicrobianos

Las especies de CBc son intrinsecamente resistentes a la mayoria de los antimicrobianos
empleados en la clinica (115), tales como las polimixinas, los aminoglucésidos y la mayoria de
los B-lactamicos, pudiendo desarrollar resistencia in vivo contra esencialmente todas las clases
de antibidticos (103). Tienen una dihidrofolato reductasa resistente a trimetoprima (Tp) y
proteinas de unién a penicilina alteradas, producen enzimas modificadoras e inactivadoras de
antibidticos (B-lactamasas, enzimas inactivadoras de aminoglucésidos) y pueden extruir
antibidticos mediante bombas de eflujo multidrogas (98). Ademads, la disminucién de la
permeabilidad de la membrana externa y la estructura especifica de LPS resulta clave en la
resistencia a otras clases de antibidticos, incluyendo beta-lactamicos, asi como péptidos
cationicos (209). La resistencia a antibidticos P-lactamicos es usualmente mediada por la
presencia de beta-lactamasas inducibles de clase A. Las enzimas tipo Pen hidrolizan penicilinas,
cefalosporinas y aztreonam (210). Ademas de la resistencia a los agentes antibacterianos
utilizados clinicamente, su resistencia innata a los péptidos de neutrdfilos antimicrobianos

también dificulta los efectos de la respuesta inmune (86).

En general, los tratamientos con monoterapias traen aparejada la emergencia de resistencia,
por lo que se recomienda la utilizacidon de al menos dos agentes antimicrobianos. Dado que la
mayoria de los organismos del CBc son de dificil erradicacion, la presién del tratamiento lleva a
permanentes cambios genéticos asociados al aumento de la resistencia a los antimicrobianos a

lo largo de la infeccién crénica (211).
v) Emergencia de persistores

En 1992, G. L. Hobby y colaboradores reportaron que un cultivo de S. aureus no podia llegar a
erradicarse incluso después del tratamiento con altas concentraciones de penicilina (212). Unos
afios mds tarde en 1994, Joseph Bigger descubrié que estas células supervivientes eran variantes

fenotipicas de la cepa wilde type que “no crecian” y a las que denomind persistores (213).

Al presente se ha descripto el surgimiento de células persistoras en practicamente todas las
especies examinadas y se cree que representan una de las causas mas importante del fracaso
del tratamiento con antimicrobianos y del establecimiento de las infecciones crénicas (214).
Para E. coli, P. aeruginosa, Salmonella entérica, S. aureus y B. cenocepacia, entre otras especies
se demostré que ésta forma de vida representa una importante estrategia adoptada por las
bacterias para su persistencia en el hospedador, incluso durante el tratamiento con

antimicrobianos (197, 215-218).
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De acuerdo a los postulados de Lewis, los persistores son variantes “durmientes” de células
normales que se forman estocdsticamente en las poblaciones altamente tolerantes a
antibiodticos y tienen un rol principal en la instalacidn de las infecciones crénicas (214). Se ha
reportado que bajo condiciones de stress o ante exposiciones prolongadas a antimicrobianos
surgen sub-poblaciones bacterianas tolerantes a estos agentes. Estas constituyen poblaciones
“dormidas”, inactivas que poseen la caracteristica particular que la tolerancia a antimicrobianos
no se debe a mutaciones genéticas que modifican su resistencia, sino que constituyen una
variante fenotipica sobre la cual la gran mayoria de los antimicrobianos que afectan células
activas en crecimiento no pueden actuar (214). Tras el tratamiento con altas dosis de
antimicrobianos la mayoria de las bacterias son eliminadas, sin embargo, esta pequefia fraccion,
gue no es atacada, permanece “oculta” a estos agentes. Cuando las condiciones del entorno se
modifican y el nivel de los antibidticos baja, la sub-poblacidn de bacterias durmientes vuelve a
repoblar y da lugar a una nueva poblacién que contendra sélo una fraccién muy pequefia de
células persistoras (214). En este estado “durmiente” las células no se replican, ni dividen, ni
sintetizan proteinas por lo cual no son atacadas por la mayoria de los antibiéticos que actdan a
nivel de la replicacion o traduccidn, favoreciendo al establecimiento de infeccién como infeccidn

cronica (214-216).

Tal como se explicard con mas detalle en el Capitulo 2, la resistencia es la capacidad de un
microorganismo de prevenir la interaccién de un antibidtico con un blanco mediante una
variedad de mecanismos. Mientras los persistores poseen la caracteristica particular que la
tolerancia a antimicrobianos no se debe a mutaciones genéticas que modifican su resistencia,
sino que constituyen una variante fenotipica sobre la cual la gran mayoria de los

antimicrobianos que afectan células activas en crecimiento no pueden actuar (214).

Si bien los hongos persistentes solo se han detectado en biofilms, las bacterias persistoras estan
presentes en los biofilms, asi como en los cultivos planctéonicos (219). Singh y col. (2009)
informaron una mayor frecuencia de persistores en los biofilms de S. aureus (220), pero Spoering
y col. (2001) detectaron una fraccion igual de persistores de P. aeruginosa en la fase estacionaria
de cultivos planctdnicos y sésiles (221). Esto puede explicarse por el hecho de que la fraccién de
células supervivientes depende en gran medida de la fase de crecimiento (222). Los cultivos
plancténicos solo contienen unos pocos persistores durante la fase exponencial temprana, el
numero de persistores aumenta bruscamente durante la fase exponencial y alcanza un maximo
en la fase estacionaria. Keren y col. (2004) afirmaron que el mantenimiento de los cultivos de E.
coli en la fase exponencial temprana a través de la re-inoculacion repetida conduce a la pérdida

de células persistentes detectables, sugiriendo que los persistores encontrados en poblaciones
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en crecimiento activo temprano y bajo estrés pueden ser células sobrantes del inéculo con alto
estrés en fase estacionaria (223, 224). Ademas de la influencia de la fase de crecimiento, otras
condiciones de cultivo también son muy importantes al estudiar los persistores. Mientras que
Fungy col. (2010) demostraron la complejidad de los factores que pueden influir en la tolerancia
a los antibidticos, Luidalepp y col. (2011) enfatizaron mas recientemente que la frecuencia de
las células persistoras depende en gran medida del tiempo del inéculo, del medio en el que se

cultivaron y de los antibioticos utilizados para aislarlas (225, 226).

Las llamadas células persistentes o persistoras son especialmente problematicas en un

ambiente protegido como lo es un biofilm (227) (Figura 11).
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Figura 11. Modelo del establecimiento de infecciones crénicas (214). Los biofilms contienen una pequefia
fraccion de células persistentes que sobreviven al tratamiento con antibidticos y, en ausencia de
antibidticos, dan lugar a una nueva infeccion.

Si bien gran parte de las células en un biofilm son susceptibles a ser destruidas por los agentes
antimicrobianos, una pequefia fraccidn de células no lo es. En el torrente sanguineo, el sistema
inmune puede eliminar tanto las células normales como las tolerantes y las persistentes. Sin
embargo, en un biofilm las células que no pudieron ser eliminadas por los antimicrobianos
guedan protegidas frente a los componentes del sistema inmune. Cuando el nivel de
antimicrobianos disminuye, estas células pueden repoblar el biofilm y dar lugar a una nueva
infeccidon. Ademas, la persistencia representa una seria amenaza en las infecciones en pacientes
gue tienen una baja o limitada respuesta inmune. Este no es solo el caso en pacientes
inmunocomprometidos o cuando patégenos como Mycobacterium tuberculosis evaden el
sistema inmune, sino también cuando los patdgenos se encuentran en sitios poco accesibles por
componentes del sistema inmune, como el sistema nervioso central o el tracto gastrointestinal

(214).
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Surgimiento de persistores en Burkholderia cenocepacia

En el aino 2014, el grupo del Prof. Dr. Tom Coenye del Laboratorio de Microbiologia farmacéutica
de la Universidad de Ghent, Bélgica, realizd estudios de persistencia sobre la cepa epidémica B.
cenocepacia J2315 identificando un regulador denominado BCAM0257-8-9, localizado en la
region del BCESM, el cual consta de un operén (BCAMO0257-8) positivamente regulado por un
gen adyacente, BCAM0259 (Figura 12) (197). Este grupo de trabajo identificd a este operdn
como un médulo toxina/antitoxina, posiblemente implicado en la persistencia de estos
organismos, asi como en la regulacion de la expresidn de sefiales de QS, expresion de factores
de virulencia, en la formaciéon de biofilm y en la activacion de rutas celulares implicadas en la

adquisicidn de hierro.
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Figura 12. Isla genémica de B. cenocepacia 12315, BcenGl11. Contenido genético de ADN en la regién
BCESM, con los CDS predictivos designados por su numero BCAM vy las funciones asignadas a cada grupo
de genes. Imagen tomada de (145).

En el linage ET-12 de B. cenocepacia, este operén se localiza en la isla de patogenicidad
BcenGlI11. En dicha isla se encuentra el marcador genético BCESM (153) (Figura 12), el cual es
una regién Unica de ADN, originalmente identificada en cepas de B. cepacia, de unas 1,4 kb, que
contiene una sola secuencia codificante (CDS) predictiva para un regulador transcripcional

negativo putativo designado EsmR.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y con el objetivo de desarrollar nuevos enfoques en
tratamientos antimicrobianos para B. contaminans en pacientes con FQ y en la busqueda de
avanzar en lalucha contra las infecciones crénicas o potencialmente crénicas, en el marco de
este trabajo de tesis doctoral nos planteamos estudiar la presencia de homdlogos a este
mddulo toxina/antitoxina en los aislados de B. contaminans provenientes de pacientes con FQ

con infeccidn crdnica, que presentaban el marcador BCESM. En particular, nos interesd analizar
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en qué medida la presencia de este operén contribuye al establecimiento de una infeccién

crénica en B. contaminans y como participa si es el caso del surgimiento de células persistoras.
vi) Hipermutacién

Varios estudios han proporcionado evidencias del papel relevante de la hipermutacién en la
evolucidén de las poblaciones bacterianas naturales de P. aeruginosa y otras bacterias (171, 175,
228-230). En un trabajo previo realizado en cooperacion con la Dra. Andrea Smania de
Universidad de Cdrdoba y el Dr. Antonio Oliver del Hospital Universitario Son Espases de Palma
de Mallorca, Espafia, nuestro grupo de trabajo demostrd que la hipermutacion desempefia un
papel clave en el aumento de la adaptabilidad de los organismos del CBc en las vias aéreas del
paciente con FQ (211). Se detectdé una alta prevalencia de aislados hipermutadores entre

pacientes con FQ con infeccién crdénica.
vii) Mecanismos de adaptacion por mutacion gendémica

Los avances en las tecnologias de secuenciacién de los Ultimos afios han permitido realizar
analisis extensivos de secuencias gendmicas y demostrar el rol de distintas mutaciones en la
adaptacion de diferentes especies para persistir durante la infeccién pulmonar. Mediante la
aplicacion de estas tecnologias se han identificado en P. aeruginosa, B. dolosa, B. cenocepacia y
B. multivorans genes que constituyen el blanco de mutaciones que permitirian optimizar la
adaptacion del patdégeno en un determinado nicho del hospedador (231-236). La identificacion
de estos genes denominados “patoadaptativos” permite obtener una vision de cémo el
patdgeno evoluciona bajo las presiones selectivas del hospedador y las terapias antimicrobianas
(175, 237). Si bien se ha secuenciado el genoma de un aislamiento de B. contaminans
recuperado de una muestra de esputo de una paciente con infeccidn crdnica (238) y se ha
realizado un estudio de transcriptémica longitudinal comparativo entre aislados recuperados de
un paciente colonizado con B. contaminans que fallecié por septicemia (239), no se han
realizado hasta el presente, estudios longitudinales de patoadaptacién en diferentes pacientes

con infeccién pulmonar cronica.

En este trabajo de tesis doctoral nos propusimos a través de la secuenciaciéon gendmica de
mas de 70 aislamientos clinicos y ambientales, primeramente, describir el genoma de B.
contaminas, su estructura, asi como la epidemiologia de la especie a nivel global. Luego,
determinar el pangenoma de los aislados analizados y comparar los aislamientos (origen de la
muestra, pais, ST, etc.) para de esta forma, avanzar en el conocimiento de los potenciales
mecanismos que pueden influir en la patogenicidad de B. contaminans y que las capacita para

el proceso infeccioso.
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El complejo Burkholderia cepacia (CBc) se componia, hasta el comienzo de este trabajo de Tesis
Doctoral, de 20 especies estrechamente relacionadas y fenotipicamente similares, las cuales se
distribuyen ampliamente en el entorno natural. El laboratorio de “Biofilms Microbianos”
comenzd a estudiar estas poblaciones microbianas aisladas de pacientes con FQ a requerimiento
del Hospital de Nifios de La Plata en el afio 2004. La gran incertidumbre que arrojaban los
resultados de los analisis microbiolégicos en los profesionales del ambito hospitalario, impulsé
trabajos conjuntos entre hospitales, centros de asistencia a pacientes con FQ y centros de
investigacion, tendientes a resolver la necesidad concreta de disponer de herramientas que
permitieran alcanzar el diagnéstico microbiolégico certero de estos organismos. En el transcurso
de esos afios en particular, el grupo del CINDEFI dirigido por la Dra. Alejandra Bosch y el Dr.
Osvaldo Yantorno desarrollaron y optimizaron diferentes técnicas fenotipicas (FT-IR y MALDI-
TOF combinadas ambas con métodos multivariantes) y genotipicas (basadas en la secuenciacion
del gen recA) para la identificacion y tipificacién de estos organismos (136, 160, 240)(136, 160,
240)(136, 160, 240)(136, 160, 240)(136, 160, 240). En el 2013 reportaron que, en Argentina,

Burkholderia contaminans era la especie del Complejo de mayor incidencia en pacientes con FQ.

La identificacidon y caracterizacion genética y fenotipica de los organismos del CBc en muestras
respiratorias de pacientes con FQ, es de enorme importancia no sélo para el conocimiento de la
epidemiologia local, sino para la adopciéon de medidas dirigidas al tratamiento y el control de

infecciones.

En primera instancia al iniciar el este trabajo de Tesis doctoral nos propusimos clasificar los mds

de 1000 aislamientos recuperados por mds de 10 afios que contaba el laboratorio de “Biofilms

Microbianos”, ordenar y actualizar la libreria de datos que contenia la informacién sobre Ila
caracterizacién fenotipica y genotipica de los aislamientos. Nos planteamos el desafio de

organizar y desarrollar los protocolos para la construccion de la Coleccion de microorganismos

del laboratorio denominada “Coleccion Argentina de Microorganismos Patégenos y
Ambientales” (CAMPA) y colaborar en el desarrollo de un sistema computacional, CFC database
(Cystic Fibrosis cloud database) que permita almacenar, clasificar y ordenar toda la informacion

gue se recopila de cada uno de los aislamientos ingresados y datos clinicos de los pacientes.

El segundo objetivo fue implementar diferentes métodos de identificacion molecular y

fenotipica de las especies del CBc a fin de i) avanzar en el conocimiento de la epidemiologia del

CBc a nivel local , ii) estudiar la distribucién temporal de los distintos tipos de cepas de B.

contaminans proveniente de los pacientes con FQ, del ambiente y la industria iii) analizar un

conjunto de 6 aislamientos del CBc para los cuales las bases de datos internacionales las

identificaba como “otra especie no conocida”. Creimos relevante desde el punto de vista
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epidemioldgico asignarle un espacio taxondmico ya que estos aislamientos se encuentran desde
2007 colonizando un importante nicho como lo son los reservorios de las aguas de dialisis en el

ambiente hospitalario.

A lo largo de estos afios de trabajo conjunto con los centros de salud hemos observado como B.
contaminas causa infecciones pulmonares graves dificiles de tratar y por lo tanto de erradicar,
lo cual genera un gran problema en los centros de referencia donde se trataban estos pacientes.
En consecuencia, estudiar las causas que podrian llevar a infecciones crénicas representaba un
interesante desafio para nuestro grupo. Para muchas especies bacterianas se ha descripto que
el surgimiento de células persistoras representa una estrategia adoptada por las bacterias para
su persistencia en el hospedador, incluso durante el tratamiento con antimicrobianos siendo
una de las causas mas importante del fracaso del tratamiento con antimicrobianos y del

establecimiento de las infecciones crdénicas.

Nos planteamos como hipdtesis entonces que uno de los mecanismos de permanencia de las
bacterias en su hospedador podria estar mediado por la presencia de células persistentes
presentes en los biofilms. Varios estudios han indicado la participacion de mddulos
Toxina/Antitoxina en surgimiento de persistores. Sin embargo, hasta el presente es muy poco lo
qgue se ha investigado sobre la evolucion o la existencia de estos fenotipos adaptativos de
especies del CBc, particularmente en la especie B. contaminans, a lo largo de las infecciones

cronicas de estos pacientes.

El tercer objetivo fue estudiar si la adaptacion fenotipica por el surgimiento de persistores puede

ser un posible mecanismo de persistencia de B. contaminans en la infeccion cronica. Se buscd

establecer el nivel de persistores de diferentes aislamientos clinicos, y estudiar si existe relacidn
entre el surgimiento de sub-poblaciones de persistores en B. contaminans creciendo en forma
de biofilm, y la presencia y expresién de los genes homodlogos al operén BCAMO0257-8-9
(implicados en la persistencia de B. cenocepacia) contribuye al establecimiento de la infeccidon

cronica.

Pretendimos avanzar sobre los el surgimiento de persistores luego del tratamiento de diferentes

antimicrobianos de uso en la clinica en |la busqueda de poder proponer nuevos tratamientos

antimicrobianos que permitan la erradicacion de las primeras infecciones a fin de evitar la

instalacion de la infeccion crdnica o potencialmente crénicas.

Finalmente, los ultimos afios de mi trabajo de Tesis, en cooperacién con el Profesor Dr. Siegfried
Scherer, de la Catedra de Ecologia Microbiana de la Universidad Técnica de Munich (TUM), y con

el Dr. Antonio Lagares del IBBM, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP, nuestro objetivo fue
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estudiar el genoma de los aislados clinicos, ambientales e industriales de diferentes continentes
de B. contaminans. Buscamos a través del analisis de las secuencias gendmicas de mads de 70
aislamientos intentar arrojar luz a la epidemiologia de la especie a nivel global y profundizar en
el estudio de los mecanismos gendmicos implicados en el proceso de infeccion en los pacientes

con FQ.

El cuarto objetivo fue entonces secuenciar, ensamblar y anotar los genomas de mas de 70

aislados B. contaminans recuperados de pacientes con FQ, a lo largo de la infeccion crénica, y

de muestras ambientales, y describir el genoma de B. contaminas y la epidemiologia de la

especie a nivel global.

El quinto objetivo fue determinar y analizar el pangenoma de los aislamientos de B.

contaminans, para asi describir con la mayor rigurosidad posible los potenciales mecanismos

gue pueden influir en su patogenicidad (resistencias a antibidticos u otros agentes externos,
factores de virulencia, proteinas reguladoras, elementos modviles y mecanismos de

comunicacién con el ambiente) y que las capacita para el proceso infeccioso.
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1. Introduccion

Las vias aéreas de los pacientes con FQ no estan colonizadas en general por un Unico patégeno,
sino que albergan comunidades polimicrobianas diversas compuestas por diferentes
organismos. Mds aun, las diferentes especies predominantes presentan una importante
dindmica temporal y regional, y marcadas diferencias en prevalencia de patdgenos para cada
paciente, que es a su vez dependiente de la edad, del estado clinico y del estadio de la
enfermedad (35, 36). Sin embargo, podemos destacar a los “patégenos tipicos de la FQ" que
comprenden: Pseudomonas aeruginosa, (aunque su incidencia disminuyé significativamente en
los ultimos afios), Staphylococcus aureus meticilinsensible MSSA) y meticilinresistente (MRSA),
Haemophilus influenzae, Stenotrophomonas spp., Achromobacter spp., Escherichia coli (cuyas
prevalencias e incidencias estan en permanente aumento), y diversas especies del Complejo
Burkholderia cepacia (CBc) (cuya incidencia y prevalencia es fuertemente dependiente de la
region) (36-39). En particular, la presencia de miembros del Complejo B. cepacia en pacientes
con FQ tiene una gran relevancia clinica, ya que se asocia a deterioros pulmonares severos que

pueden conducir a la muerte del paciente (44).

Como mencionamos en la Introduccién general, el Complejo B. cepacia, como un grupo
filogenético distinto dentro del género Burkholderia sensu stricto, estaba constituido hasta el
momento de iniciado este trabajo de Tesis por 20 especies estrechamente relacionadas (76-80)
(Tabla 1). Luego, durante el transcurso del presente trabajo se describieron tres especies mas
pertenecientes al CBc, una de ellas estuvo a cargo de nuestro grupo y colaboradores que se
detalla en este capitulo (39, 81, 82). Estos organismos son altamente resistentes a la mayoria de
los antibidticos utilizados en la clinica (177), pueden transmitirse facilmente entre pacientes
(241), poseen la capacidad de invadir macréfagos y células epiteliales (118) y en algunos casos
producen una neumonia necrotizante asociada a septicemia conocida como “sindrome cepacia”
(55). Los miembros del CBc han sido descriptos como patdégenos oportunistas en humanos,
produciendo en diversas oportunidades devastadoras infecciones pulmonares no sélo en

pacientes FQ sino también en individuos inmuno-comprometidos (149).

Las infecciones pulmonares crdnicas constituyen la principal causa de muerte de pacientes con
fibrosis quistica. En este sentido, las recomendaciones consensuadas de los centros de
referencia mundial, estdn dirigidas a mejorar las metodologias de aislamiento, identificacion y
posterior determinacion de susceptibilidad a antibidticos de los organismos aislados de

muestras de esputo de estos pacientes (242).
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Tabla 1. Especies descriptas para el Complejo Burkholderia cepacia.

. Aio de identificacion y
Especie . o
asignacion
B. cepacia 1950, 1997
B. multivorans 1997
B. cenocepacia 1997, 2003
B. stabilis 1997, 2000
B. vietnamiensis 1995, 1997
B. dolosa 2001, 2004
B. ambifaria 2001
B. anthina y B. pyrrocinia 2002
B. ubonensis 2000, 2008
B. latens, B. difusa, B. arboris, B. seminalis y B. metdlica 2008
B. contaminans y B. lata 2009
B. pseudomultivorans 2013
B. stagnalis y B. territorio 2015
B. paludis 2016
B. catarinensis 2017
B. puraquae 2018

Los centros de referencia aconsejan a los laboratorios donde se realizan diagndsticos
microbioldgicos de estos organismos, que implementen técnicas apropiadas que permitan la

certera y rapida discriminacion de los organismos del CBc a nivel de especie.

La identificacidn de las especies microbianas involucradas en este tipo de infecciones es de
enorme importancia no sélo para el conocimiento de la epidemiologia local, sino para la
adopcion de medidas dirigidas al tratamiento y el control de infecciones. Para el paciente
representa también un dato de suma importancia conocer con exactitud la especie del CBc
gue coloniza el tracto respiratorio ya que ésta es condicionante para determinar si el paciente
puede o no ingresar a una lista de trasplantes. Sin embargo, en el caso particular de fibrosis
quistica, son ampliamente reconocidas las dificultades que existen para alcanzar una

identificacion certera en los laboratorios de analisis bacterioldgicos de rutina (126, 242-244).

En este contexto que muestra la dificultad de alcanzar una correcta identificacion de organismos
del CBc a nivel de complejo y especies, los laboratorios de microbiologia de nuestro pais han
enfrentado dos inconvenientes adicionales: i) la alta incidencia de organismos del CBc que viene
ocurriendo desde principios del afio 2004, donde se detecté un importante brote en los
principales hospitales y centros de Referencia de FQ tal como el Hospital de Nifios de La Plata, y
ii) el hecho de que la mayoria de los organismos circulantes en nuestro pais no sean
caracteristicos de otras regiones por lo cual hay poca informacién internacional disponible.

Como reflejo de lo anterior, la especie de mayor prevalencia a nivel regional posee
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caracteristicas fenotipicas y genotipicas que hasta afio 2008-2009 no estaban descriptas en la

bibliografia mundial.

Como se menciond en la Introduccién general, en Argentina los primeros reportes de
aislamientos de organismos del CBc recuperados de pacientes con fibrosis quistica comenzaron
alrededor de 1990. El nimero de estos aislados comenzd a aumentar durante las ultimas
décadas. También indicamos que a principios de 2004, surgié un brote de organismos del CBc
en un gran nimero de centros de atencidn hospitalaria, lo que llevé la proporcidn de pacientes
colonizados por organismos del CBc a valores entre 19 y 36% (dependiendo también del
hospital) (158-160). El problema en esas instancias, no sélo consistio en la alta prevalencia de
estos organismos, sino que sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas no estaban aun
descriptas en la bibliografia por lo cual era muy dificil asignarle una identificacidon a nivel de
especie. La gran incertidumbre que producian los resultados de los analisis microbiolégicos en
los profesionales del ambito hospitalario, impulsé trabajos conjuntos entre hospitales,
centros de asistencia a pacientes con FQ y centros de investigacion, tendientes a resolver la
necesidad concreta de disponer de herramientas que permitieran alcanzar el diagndstico
microbiolégico certero de estos organismos. En el transcurso de esos afios en particular, el
grupo del CINDEFI dirigido por la Dra. Alejandra Bosch y el Dr. Osvaldo Yantorno desarrollaron y
optimizaron diferentes técnicas fenotipicas (FT-IR y MALDI-TOF combinadas ambas con métodos
multivariantes) y genotipicas (basadas en la secuenciacién del gen recA) para la identificacién y
tipificaciéon de estos organismos (136, 160, 240). Estos trabajos realizados en conjunto con
grupos de investigacion del exterior (Alemania) y la organizacién de un Grupo de Trabajo a nivel
nacional (Grupo de Trabajo Burkholderia cepacia, auspiciado por la Asociacién Argentina de
Microbiologia), permitieron avances significativos en la identificacidn, el conocimiento de la
situacidn epidemioldgica, y como consecuencia intentar reducir en funcién de un mejory rapido
diagndstico la incidencia de organismos del CBc, particularmente en pacientes con FQ.
Probablemente como consecuencia de tales acciones actualmente la incidencia de estos
patdgenos se ha estabilizado en el orden del 10% aproximadamente del total de colonizadores

del tracto respiratorio de estos pacientes.
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2. Objetivos

El objetivo general en esta seccién fue implementar diferentes métodos de identificacion
molecular y fenotipica de las especies del CBc a fin de avanzar en el conocimiento de la
epidemiologia del CBc a nivel local y en particular estudiar la distribucién temporal de B.
contaminans en los pacientes con FQ tratados en hospitales que nos derivan muestras para este
tipo de estudios (Hospital de Nifios Sor Maria Ludovica, Hospital Rossi y Hospital San Martin de
La Plata, Hospital Santisima Trinidad de Cordoba). Dado que es muy poco lo que se sabe acerca
de la transmisibilidad y persistencia de esta especie se busca dilucidar posibles causas de los

altos valores de incidencia y persistencia de la especie en la region.
Objetivos especificos

1.- Clasificar los aislamientos, ordenar y actualizar la libreria de datos que contenia la
informacién sobre los estudios fenotipicos y genéticos realizados por el laboratorio de “Biofilms
microbianos” del CINDEFI con los casi 1.000 aislamientos recuperados en mas de 10 afios.
Organizar y desarrollar los protocolos para la construccidon de la coleccién de microorganismos
del laboratorio denominada “Coleccion Argentina de Microorganismos Patégenos y
Ambientales” (CAMPA) y colaborar en el desarrollo de un sistema computacional, CFC database
(Cystic Fibrosis cloud database) que permita almacenar, clasificar y ordenar toda la informacion

gue se recopila de cada uno de los aislamientos ingresados y datos clinicos de los pacientes.

2.- Implementar técnicas moleculares dirigidas a la identificacion y discriminacion de especies
del CBc provenientes del ambiente, de los pacientes con FQ y no FQ a fin de actualizar el
conocimiento sobre la epidemiologia local global, de las especies del CBc. Se buscé en particular

analizar la epidemiologia temporal y de la infeccién cronica mediada por B. contaminans.

3.- Analizar la presencia de los marcadores de transmisibilidad y virulencia (BCESM y cblA) y de
la isla de patogenicidad que caracterizan el linaje “epidémico” de B. cenocepacia ET12 en los

aislamientos clinicos de B. contaminans.

4.- Analizar taxonémicamente mediante un enfoque polifasico un conjunto de 6 aislamientos
del CBc recuperados a lo largo de 5 afos de muestras hospitalarias y ambientales que se
encontraban almacenados en la Coleccién CAMPA, a los cuales no se les habia podido asignar
una especie. Nos propusimos identificarlos y caracterizarlos por su posible relevancia

epidemioldgica ya que se recuperaron del ambiente hospitalario.
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3. Materiales y métodos

3.1. Microorganismos

Para poder llevar a cabo el trabajo que se presenta en esta seccién, el laboratorio de Biofilms
Microbianos del CINDEFI dispone de mds de 1000 microorganismos organizados en una
coleccidon, denominada Coleccién Argentina de Microorganismos Patégenos y Ambientales
(CAMPA), obtenidos desde el afio 2004 hasta el presente. Estos microorganismos fueron en su
mayoria recuperados de muestras respiratorias de pacientes con FQ, asi como de muestras de
diferentes origenes de pacientes no FQ, muestras ambientales, y cepas de referencia de
organismos Gram-negativos multirresistentes obtenidos de ceparios internacionales. Esta
coleccion de microorganismos ubicada fisicamente en el CINDEFI tiene las siguientes
caracteristicas:

o Cuenta con microorganismos Gram-negativos de diversos géneros como: Pseudomonas
spp., Achromobacter spp., Escherichia coli y diferentes especies del Complejo
Burkholderia cepacia.

o Los aislamientos clinicos fueron recuperados de pacientes atendidos en diferentes
hospitales publicos del pais y centros de referencia de FQ, principalmente en: Hospital
de Nifios “Sor Maria Ludovica” de La Plata (HNLP), Hospital Santisima Trinidad de
Cérdoba (HST) y Hospital San Martin de La Plata (HSM). Los aislamientos ambientales
fueron obtenidos de contaminantes en distintos tipos de industria, del ambiente
hospitalario y muestras de suelo.

o La coleccién de cepas de referencia incluye organismos obtenidos del cepario ATCC:
American Type Culture Collection, Manassas, VA, EE.UU.; DSMZ: Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen, Berlin, Alemania; LMG: Laboratorium
Microbiologie Gent Culture Collection, Gent, Bélgica.

o Los aislamientos son almacenados a -80 °C con glicerol al 20 % p/v, y/o en ampollas o
tubos plasticos liofilizados (en una suspensidn de leche con inositol).

o Todos los organismos se encuentran registrados y clasificados en la base de datos CFC

Database

3.1.1. Aislamientos seleccionados para este estudio

Para desarrollar el presente trabajo se emplearon para la identificacion a nivel de especie todos
los aislamientos recibidos durante el periodo en el que desarrollé este trabajo de Tesis Doctoral

(desde 2015 al presente). Para el estudio epidemiolégico se incluyeron los siguientes
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microorganismos identificados como perteneciente al CBc recuperados de pacientes con FQ de
la coleccion CAMPA: el Unico aislamiento disponible para el caso de pacientes con infeccidn
transciente y el primer aislado de cada paciente en el caso de que la infeccién haya sido crdénica.
También se adicionaron todos los aislamientos del CBc recuperados de pacientes no
fibroquisticos (no-FQ), y ambientales (AMB).

Para los estudios relacionados con la infeccién crénica por organismos del CBc en pacientes con
FQ, consideramos todos los aislados recuperados desde el inicio de la infeccién, almacenados
en la coleccién CAMPA. Un aislamiento se definird “crénico” cuando es recuperado de un
paciente con infeccidn pulmonar crénica. Se define una infeccion como crénica cuando se
obtienen 3 cultivos positivos en el lapso de 6 meses (245).

En particular para el estudio que se realizé para la asignacién de una nueva especie del Complejo
Burkholderia cepacia se emplearon 6 aislamientos de la coleccidon que estaban almacenados
como aislamientos del “CBc de especie no conocida”. Los mismos provenian de muestras de

aguas de dialisis del Hospital Santisima Trinidad de Cérdoba y del Hospital de Catamarca.

3.2. Identificacion fenotipica

La mecanica del trabajo cuando el laboratorio de “Biofilms microbianos” del CINDEFI recibe
aislamientos de organismos de CBc provenientes de los diferentes centros de atencién es la
siguiente: en los respectivos centros de salud se lleva a cabo el aislamiento de los organismos
de las muestras respiratorias empleando medios selectivos siguiendo las practicas clinicas
microbioldgicas recomendadas para muestras de especimenes respiratorios (125, 126). Los
aislamientos son luego identificados por métodos convencionales de identificacidon bioquimica,
por lo general se emplea el sistema Vitek 2 (bioMe’rieux). En la mayoria de los centros de
atencién, también se realizan ensayos bioquimicos adicionales que permiten su discriminacién
de otros Gram-negativos multirresistentes (B. cepacia-like bacteria) (125-127) y las pruebas de
susceptibilidad a antimicrobianos por técnica de difusién con discos (en medio Mueller-Hinton)

siguiendo los lineamientos del Clinical and Laboratory Standards Institute (128).

Luego, una vez que la muestra ingresa a nuestro laboratorio, se lleva a cabo la identificacién y

caracterizacién de los aislamientos a nivel de especie por métodos genéticos.

Actualmente dado que en la Provincia de Buenos Aires no hay espectrometros de masas para
realizar la identificacidon de los organismos por MALDI-TOF, para fines confirmatorios algunos
hospitales publicos y el laboratorio de Biofilms Microbianos del CINDEFI envianos los

aislamientos a laboratorios especializados (Universidad de Buenos Aires, o Instituto Malbran).




Capitulo 1

Para ello, los aislamientos son crecidos en medio TSA durante 24 horas a 37 °C y trasladados

para su identificacion.

En el caso de la caracterizacidon fenotipica de los aislamientos correspondientes a la nueva
especie B. puraquae, se realizd el analisis de acidos grasos en el instituto de Bioingenieria y
Biociencias (iBB), Lisboa, Portugal. Se realizo el Sistema de Identificacién de Microbianos
Sherlock (MIS) (MIDI Inc, Newark, EE. UU.), después de cultivar cada aislado en placas del medio
TSA a 30 °C durante 24 horas (246). Brevemente, después de recolectar las células, los acidos
grasos fueron extraidos y metilados a ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs) utilizando el
procedimiento Instant FAME del MIDI. La composicion de FAME se determind mediante

cromatografia de gases utilizando el software Sherlock versién 6.2.

3.3. Ensayos moleculares

Los métodos genéticos son los mas certeros y fiables para confirmar la identificacidn a nivel de
complejo y especie de los organismos pertenecientes al grupo Burkholderia sensu stricto. Como
ya se describio en la Introduccion general, la secuenciacidn parcial del gen 16S ARNr o el estudio
mediante RFLP (fragmentos de restriccion polimorfismo de longitud) de este gen no son lo
suficientemente discriminatorias para resolver todas las especies, debido a que el gen tiene un
porcentaje de identidad mayor al 98% en todos los miembros de CBc. De esta forma, se utiliza
cotidianamente el método identificacién de polimorfismos de la secuencia del gen que codifica
la proteina, RecA, que han demostrado ser discriminatorios a nivel de especie, habiéndose
disefiado cebadores para la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) especificos de cada
especie bacteriana dentro del CBc lo cual permite contribuir a la designacién formal de varias
especies (Tabla 2) (140). La amplificacion de un producto de 1041-pb del gen recA usando los
cebadores BCR1 y BCR2 permite asignar con una certeza de casi el 100% si un aislado es un
miembro del CBc. Sin embargo, los métodos como recA-RFLP o la PCR del gen recA basada en
cebadores especie-especifica, no son exactos para todas las especies actualmente descriptas

dentro del complejo (140, 141).

La identificacién, si es posible, debe ser siempre confirmada por pruebas adicionales de la
siguiente manera: el analisis filogenético de la secuencia del gen recA es discriminatorio (140,
141) y permite identificar un aislamiento dentro de un grupo del CBc. Sin embargo, este
método basado en la secuencia de un solo gen ha sido superado posteriormente por la técnica
de Tipificacién de secuencia multilocus (MLST, del inglés Multilocus sequence typing). El
esquema de MLST para CBc examina polimorfismos de nucleétidos en fragmentos de 7 genes

de expresion constitutiva housekeeping que se encuentran dispersos en los cromosomas uno
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y dos, y utiliza los perfiles alélicos combinados resultantes para asignar un tipo de secuencia
(ST) para cada cepa unica. MLST es el Unico sistema capaz de proporcionar la inequivoca
identificacion de las especies del CBc en un solo enfoque (88). Esta metodologia es de
aplicaciéon comun en paises desarrollados y en nuestro laboratorio se comenzé a implementar
en los ultimos afos con mas frecuencia, a partir de que los costos de secuenciacién en empresas
gue ofrecen el servicio (como Macrogen) disminuyeron afio a afio, y de que se establecié un
convenio de cooperacién con el grupo a cargo de Sergio Lejona y Silvina Benetti del laboratorio

CEMAR de Santa Fe, el cual cuenta con un secuenciador.

En consecuencia, con la tipificacién por MLST, una herramienta especifica disefiada para la
epidemiologia moleculary la asignacion de cepas dentro de las especies mencionadas, en donde
las similitudes y diferencias se miden usualmente como diferencias en los perfiles alélicos, la
técnica de analisis de secuencia multilocus (MLSA, del inglés Multi Locus Sequence Analysis)
emplea procedimientos filogenéticos basados en las secuencias de nucledtidos de alelos con el
fin de revelar las similitudes entre las cepas que representan a diferentes especies y géneros. En
este sentido, se demostré que una divergencia del 3% entre las secuencias concatenadas de
los alelos se puede usar como un valor umbral para la delineacién de especies dentro del CBc

(78).

A su vez, el analisis de las variaciones de las secuencias del gen hisA permite la identificacion de
la mayoria de las especies actuales dentro del CBc. Tanto el andlisis filogenético del fragmento
de 442 pb del gen hisA como el cédigo de 11 letras obtenido de la combinaciéon de los
nucledtidos dentro de gen hisA, son herramientas adicionales para llevar a cabo la

discriminaciéon de especies CBc, como ha sido reportado (144).

3.3.1. Extraccion de ADN

La extraccién del ADN bacteriano se realizé empleando el método del “hervido” (se indica de
esa forma) (170). A partir de un cultivo de 24 horas en Agar LB (Britania, Argentina) incubado a
37 °C se tomaron colonias individuales y se suspendieron en 200 uL de sarcosyl 0,1 % v/v. La
solucion fue vortexeada y luego se colocé en un bafio a 95 °C durante 10 minutos. La solucidn
celular posteriormente se centrifugd por 2 minutos a 13.000 rpm y el sobrenadante,

conteniendo el ADN, se separd en un tubo nuevo (Figura 1).
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Figura 1. Esquema que ilustra el proceso de extraccién de ADN por la técnica del hervido.

La concentracion de ADN se obtuvo midiendo la relacién de absorbancia a 260/280 nm a través
del espectrofotémetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) (Figura 2). Las extracciones fueron

almacenadas a -20°C o utilizadas inmediatamente.
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3.3.2. Amplificacion y secuenciacion del gen 16s ARNr

Esta técnica fue solamente aplicada a los 6 aislamientos del CBc que no pudieron ser asignados
a ninguna de las especies descriptas hasta el momento de iniciado este trabajo por los métodos
de secuenciacion del recA ni ninguno de los genes conservado del MLST. Las secuencias casi
completas del gen 16S ARNr de los aislados se amplificaron mediante PCR utilizando los
cebadores conservados 27f y 1492r (247). La secuenciacion del ADN del gen 16S ARNr se realizd
en Macrogen (Seul, Corea del Sur) utilizando el kit de reaccion listo para secuenciar BigDye
Terminator Cycle (Applied Biosystems). El ensamblaje de las secuencias se llevo a cabo utilizando
el software Vector NTI advance 10.1. Las secuencias de todos los aislados y de cepas

relacionadas se alinearon utilizando el software ClustalW. El analisis filogenético se realizd en

MEGA 7 (248).
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3.3.3. Amplificacién por PCR del gen recA

La amplificacion positiva del gen recA con los cebadores BCR-1 y BCR-2 es empleada para
identificar a un aislamiento como miembro del Complejo B. cepacia. Esta fue realizada en todos
los aislamientos recibidos para la confirmacién de la identificacion a nivel del CBc. Los cebadores
especificos generan un producto de PCR de 1041pb (141). La secuencia de estos 1041 pb se
utilizd para llevar a cabo la identificacién de organismos del CBc a nivel de especie contrastando
por BLAST con las secuencias depositadas en el GenBank.

Se aislé el ADN gendmico total, como se describié anteriormente, y luego se llevé a cabo la
amplificacion del gen recA mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el
par de cebadores que hibridan con el extremo 5"y 3" del locus del gen correspondiente (BCR-1

y BCR-2) (Tabla 2) siguiendo la metodologia descripta por Mahenthiralingam y col. (140).

Tabla 2. Cebadores especificos utilizados en identificacidon de aislados del CBc.

Gen Secuencia Tamaiio (pb)

Amplificacion

atpD Fw 5- GATCGTACAGTGCATCGG -3’ 1395
Rv 5- ATCGTGCCGACCATGTAG -3’

gltB Fw 5- CGCTCGAAGATCAAGCAG -3’ 4704
Rv 5- GGGAACACCTTCACGAAC -3’

gyrB Fw 5- CGACAACTCGATCGACGA - 3’ 2475
Rv 5- GACAGCAGCTTGTCGTAG - 3’

recA BCR-1 5- GATAGCAAGAAGGGCTCC -3° 1041

BCR-2 5- CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC -3’

lepA Fw 5- CGACGGCAAGGTCTACAA - 37 1794
Rv 5- AGCATGTCGACCTTCACG - 3’

phaC Fw 5- CTCAGCGAATTGCGTACG -3’ 741
Rv 5- CCGTTCAGCGAGAAGTCG -3’

trpB Fw 5- GATCTACCTGAAGCGCGA -3’ 1194

Rv 5- GTGTGCATGTCCTTGTCG -3’
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La reaccidn se prepard con 5 pL de ADN molde (5-20 ng/uL), a los cuales se adicionaron 1,5 pL
de cada cebador (10 pmol/uL), 5 puL de Buffer PCR 5X (Kapa Byosistem), 0,7 pL de dNTPs MIX
(Kapa Byosistem, 10 mM), 0,15 pL de la enzima Taq polimerasa (Kapa Byosistem 5 U/ulL) y 11,5
uL de agua destilada [19], para obtener un volumen final de 25 pL. Las condiciones de reaccién
fueron las siguientes: desnaturalizacidn inicial a 94°C por 1 min; 35 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 45 seg; annealing de los cebadores a 58°C por 1 min; extensién a 72°C por 2 min; y una
extensién final de 5 min a 72°C. Los productos de PCR se resolvieron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% suplementados con Bromuro de Etidio (5 mg/mL). La visualizacion de una
banda Unica en cada caso permitio la asignacion del aislado al CBc. Los aislados que arrojaron

resultado positivo fueron identificados a nivel de especie a través de los perfiles de RFLP.

3.3.4. Polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) del gen recA

La técnica de RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) “polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccién” (249) se basa en emplear secuencias especificas de
nucledtidos en el DNA que son reconocidas y cortadas por las enzimas de restriccién (también
llamadas endonucleasas de restriccidn) y que varian entre las diferentes especies del CBc. Sobre
el fragmento del gen recA amplificado por la técnica de PCR se llevé a cabo una digestidn con la
enzima de restriccion Haelll (Promega), cuyas secuencias de reconocimiento son 5'-GG-CC-3" y
3’-GG-CC-5'. Esta técnica se aplicd sobre la mayoria de los aislamientos analizados. Consistid en
adicionar a los 20uL de producto de PCR, 4 plL de agua destilada, 4 uL de buffer Ry 1 uL de la
enzima Haelll. El proceso de digestion se llevd a cabo incubando 6hs a 379C. Los perfiles de
fragmentos de restriccién obtenidos fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al
2% suplementando con bromuro de etidio (5mg/mL) y se compararon con aquellos que se
obtuvieron empleando cepas de referencia en nuestro laboratorio o con perfiles reportados

previamente en bibliografia (73, 140, 250).

3.3.5. Secuenciacion del gen recA

En los aislamientos para los cuales técnica PCR-recA-RFLP-Haelll no fue suficiente para alcanzar
una identificaciéon a nivel de especie segura, se recurrié a la amplificacion y posterior
secuenciacién del gen recA que se realizd a través del servicio del laboratorio CEMAR de Santa
Fe o en Macrogen. Para la correcta identificacion de los aislados, se analizaron las secuencias
obtenidas con la herramienta de busqueda de alineamientos locales de secuencia nucleotidica
(BLAST, del inglés basic local alignment search tool, www.ncbi.nlm.nih.gov) ya sea por
comparacién con la base de datos MLST (Multi Locus Sequence Typing database website,

http://pubmlst.org/CBc/) como también por comparacién con las secuencias para CBc
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depositadas en el GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) (Figura 3).
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Figura 3. Interfase del sitio Web http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Se muestra en este caso a titulo

informativo el resultado de identificacion alcanzado por el alineamiento de secuencias nucleotidicas del
gen recA de la base de datos contra una secuencia obtenida a partir de la amplificacion del gen recA de

un aislamiento de una muestra de esputo de paciente FQ.

Los cebadores especificos utilizados en la identificacién de aislados de CBc (88) se pueden
observar en la Tabla 3.
Las regiones del gen recA empleadas para los diferentes propésitos (amplificacion vy

secuenciacion) se indican en la Figura 4.

Cebador de Cebador de
secuenciacién F secuenciaciénR
34>>93 399 >> 465
1 500 10p0
1 | recA1>>1065 |
Cebadorde ~ - Region de 393 pb usada para Cebador de <
amplificacién F definir el alelo amplificacion R

Figura 4. Esquema del gen recA. Se indican con flechas naranja los cebadores de secuenciacién (recA 3y
recA 4) y con flechas celeste los cebadores de amplificacion (BCR-1 y BCR-2).
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Tabla 3. Cebadores especificos utilizados en identificacion de aislados del CBc.

Gen Secuencia Tamaiio (pb)
Secuenciacion

atpD Fw 5’- GTTCATCTGGCCGTACAC - 3’ 443
Rv 5°- AACTGACGCTCGAAGTCC -3’

gltB Fw 5°- CTTCTTCTTCGTCGCCGA - 3’ 400
Rv 5°- TTGCCGACGTAGTCGTTG -3’

gyrB Fw 5’- ATCGTGATGACCGAGCTG - 3’ 454
Rv 5°- CGTTGTAGCTGTCGTTCC -3’

recA RecA-3 5’- TGACCGCCGAGAAGAGCAA -3’ 393

RecA-4 5’- GACCGAGTCGATGACGAT- 3’

lepA Fw 5’- GGCATCAAGGAACTGACG- 3’ 397
Rv 5°- CTGCGGCATGTACAGGTT- 3’

phaC Fw 5’- AGACGGCTTCAAGGTGGT - 3’ 385
Rv 5’- ACACGGTGTTGACCGTCA - 3’

trpB Fw 5'- CTGGGTCACGAACATGGA - 3’ 301
Rv 5’- CCGAATGCGTCTCGATGA - 3’

3.3.6. Tipificacion multilocus de secuencias (MLST)

La estrategia MLST emplea el polimorfismo de siete genes de expresidon constitutiva

housekeeping que se encuentran en el primer y segundo cromosoma, tal como se describio en

el Introduccién del presente trabajo de Tesis. Los genes empleados en el sistema MLST son: 1)

cadena-B de ATP sintasa, atpD; 2) subunidad mayor de glutamato sintasa, g/tB; 3) DNA girasa-B,

gyrB; 4) recombinasa A, recA; 5) proteina ligante de GTP, lepA; 6) acetoacetil-CoA reductasa,

phaCy 7) triptéfano sintasa, trpB.

Esta técnica se aplicd a los 6 aislamientos del Complejo Burkholderia cepacia que no habian

podido asignarse a ninguna especie del complejo hasta iniciado este trabajo.
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3.3.6.1. Amplificacién y secuenciacidn de los siete genes de expresidn constitutiva

housekeeping

Se aislé el ADN gendmico total, como se describié anteriormente, y luego se llevd a cabo la
amplificacidon del gen determinado mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando el par de cebadores que hibridan con el extremo 5" y el 3" del locus del gen
correspondiente (Tabla 2) (140). La amplificacidn se llevé a cabo en un termociclador My Cycler
Thermal Cycler (BIO-RAD, USA) como se describid en la seccion 3.3.3. para el gen recA.

Los fragmentos amplificados fueron purificados utilizando el kit de purificacion QUIAquick PCR
(Quiagen Inc. CA, USA) y secuenciados sobre ambas hebras usando los cebadores indicados en
la Tabla 3 por medio de la reacciéon de secuenciacién ciclica con el kit de reaccién BigDye
Terminator Cycle (Applied Biosystems). La secuenciacion fue llevada a cabo en Macrogen Inc.
Seul, Korea.

Las secuencias de los fragmentos de los siete genes fueron empleadas para la identificacion de
los organismos del CBc a nivel de especie y tipo de cepa mediante su comparacion con las

secuencias depositadas en la base del MLST (88).

3.3.6.2. Identificacion del tipo de secuencia (ST) de los aislamientos

Para la correcta identificaciéon de los aislados, se analizaron las secuencias obtenidas con la
herramienta de busqueda BLAST por comparacion con la base de datos MLST. El esquema de
MLST para CBc le asigna a cada una de las secuencias alélicas diferentes en un locus particular
un numero Unico arbitrario, el tipo de alelo (ST). La combinaciéon de estos siete genes
proporciona en cada cepa el perfil alélico, que representa un ST para cada cepa en particular. En
este sentido, a los aislamientos con un perfil alélico idéntico se les asigna el mismo

identificador ST y son definidos como clones (88).

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

secuencia.
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CQuery: Sequences | Batch sequences | Compare alleles | Profile/ST | Baich profiles | List | Browse | Query
"/ Download: Alleles | MLST profiles
Links: Contents | Home | Optiens | PubMLST.org | Isolate Database

Batch sequence query - Burkholderia cepacia complex locus/sequence
definitions

Please paste in your sequences to query against the database. Query sequences will be checked first for an exact match againstthe chosen (or all) loci -
they do not need to be timmed. The nearest partial matches will be identified if an exact match is not found. You can query using either DMNA or peptide
sequences. [5]

Please select locus/scheme Order results by Secuencia

Al |
el [=] cos [ Problema

Enter query sequences (FASTA format)

m

TCGGGCTCGATC P

B 1 exact match found Resultado
Translate query
| Allele | Start position|End position
rech:
7 393 1 393
Please enter your allelic profile below. Blank loci will be ignored. Autofill profile by searching remote database
| _atpd | qtB | gyB | recA | lepA | phaC | tmpB | ST. Autofill
71
Options Display/sort options
Search: Order by
Exadurnearestmatchm species E| descendingE
Display: | 55 records per page & Alelo
Exact match found (1 locus).
16 records returned. Click the hyperlinks for detailed information.

Isolate fields B MLST
n——mm-m-mmm
100 IST410 E. contaminans Portugal 73 T4 96
101 CEP0964 R-9929 B. contaminans Australia CF 89 83 81 ?1 39 54 75 97 97

90-530; )
419 R-9896 CEPDOOT B. contaminans us CF 89 106 113 71 39 54 109123 97
420 R-18428 PC21 B. contaminans Brazil  NON 89 164 310 71 168 73 161344 301
587 CEP0964 B. contaminans Australia  CF 89 106 113 71 39 98 109197 97
1127 1ST401 B. contaminans Portugal CF 1995 89 82 80 71 60 73 74 96
1128 157493 B. contaminans Portugal CF 2001 89 82 80 71 60 73 74 96
1129 1ST408 B. contaminans Portugal CF 1995 89 82 80 71 60 73 74 96
1130 15T410 B. contaminans Portugal CF 1995 89 82 80 71 60 73 74 96
1131 187487 B. contaminans Portugal CF 2001 89 82 80 71 60 73 74 96
1132 157488 B. contaminans Portugal CF 2001 89 82 80 71 60 73 74 96
1133 157492 B. contaminans Portugal CF 2001 89 82 80 71 60 73 74 96
1134 1ST406 B. contaminans Portugal CF 1995 89 82 80 71 60 73 74 96
1135 187480 B. contaminans Portugal CF 2001 89 82 80 71 60 73 74 98
1165 BCS9 B. contaminans Spain  CF 2010 89 216 114 71 226 98 96 404 100

Figura 5. Se observa la interfaz del sitio web http://pubmlst.org/CBc/ que permite asignar la identificacion
a nivel de especie y cepa por comparacién mediante la identidad de la secuencia del gen seleccionado. En
este ejemplo, A) se ingresa la secuencia, B) la secuencia del gen recA corresponde al alelo 71, C) el
aislamiento es identificado como B. contaminans.
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3.3.7. Amplificacidn y secuenciacion del gen hisA

El andlisis del fragmento de 442 pb del gen hisA es una herramienta adicional de gran alcance
para discriminar especies dentro del CBc (144). Esta se realizd solamente sobre los 6
aislamientos de aguas de didlisis identificadas como pertenecientes al CBc pero que no se habia

podido determinar su especie hasta el momento de iniciado este trabajo de Tesis.

A partir del aislamiento del ADN gendmico total, se llevd a cabo la amplificacidn de la region de
442 pb del gen hisA mediante la reaccion de PCR utilizando los cebadores A-442-FW
(AGGACCCGGCGGCGAT) y A-442-RV (TGCAGCATCCCGTCGCG) siguiendo la metodologia
descripta por Papaleo y col. (144). A un volumen final de 25uL conteniendo 5uL de DNA molde
(5-20ng/uL); se le adicionan 2,0uL del primer forward (10 pmol/ul); 2,0ul del primer reverse (10
pmol/ul); 5,0ul de Buffer PCR 5X (Quiagen); 2,5ul de dNTPs (Quiagen, 10mM por cada uno de
los nucledtidos); 0,15ul de la enzima Taq polimerasa (Invitrogen Brasil 5U/ul) y 8,25ul de agua
destilada. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 95°C por
2 minutos; 30 ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C por 30 segundos; annealing de los primers a
67°C por 45 segundos; extensidn a 72°C por 1 minuto; una extension final de 10 minutos a 72°.

La amplificacién se llevd a cabo en un termociclador My Cycler Thermal Cycler (BIO-RAD, USA).

Los fragmentos de PCR amplificados fueron purificados utilizando el kit de purificacion
QUIAquick PCR (Quiagen Inc. CA, USA) y la secuencia nucleotidica de la region de 442 pb del gen
hisA fue determinada en ambas hebras utilizando el kit de reaccidn listo para secuenciar BigDye

Terminator Cycle (Applied Biosystems) en Macrogen Inc. Seul, Korea.

Ademas, se identificd un cédigo de 11 nucledtidos especificos para la rapida discriminacién de

las especies del CBc.

3.3.8. Evaluacion de la presencia y secuenciacion de marcadores genéticos de

transmisibilidad

Se han identificado marcadores asociados a la transmisibilidad en bacterias del CBc, los cuales
han caracterizado a dichas cepas como “epidémicas”, con gran capacidad para extenderse (251).
Los marcadores de transmisibilidad incluyen el gen que codifica para el cable pili (gen cblA)
(117) y el marcador epidémico de cepa B. cepacia (BCESM) (153). El gen cblA esta localizado en
el cromosoma 2 y modula la adherencia bacteriana al epitelio respiratorio via unién a la proteina
citoqueratina 13, la cual se encuentra aumentada en el pulmén FQ. El marcador genético BCESM
esta localizado en una isla gendmica (Gl), del cromosoma 2, denominada BcenGl11, de bajo

contenido GC. El marcador BCESM es una regién Unica de ADN, originalmente identificada en
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cepas de “B. cepacia”, de 1,4 kpb que codifica una sola secuencia codificante (CDS) predictiva

de un regulador transcripcional negativo putativo designado esmR.

Para las reacciones de amplificacion del marcador BCESM se emplearon los siguientes cebadores
BCESM-1 y BCESM 2 (153) (Tabla 5). La deteccion y amplificacién del gen cblA se llevo a cabo
utilizando los cebadores CBL-1 y CBL-2 (117) (Tabla 4). Sobre 5ul de DNA molde (5-20ng/ul) se
le adicionaron 1,0ul del primer forward (10 pmol/pul), 1,0ul del primer reverse (10 pmol/pul), 2,0ul
de Buffer PCR 10X (Quiagen), 0.7ul de dNTPs (Quiagen, 10mM por cada uno de los nucleétidos),
0,1ul de la enzima Taq polimerasa (Invitrogen Brasil 5U/ul) y 10,2ul de agua destilada, para
obtener un volumen final de 20ul conteniendo. Las condiciones de reacciéon fueron las
siguientes: desnaturalizacién inicial a 94°C por un minuto; 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C
por 45 segundos; annealing de los cebadores a 63°C por 45 segundos, extension a 72°C por 90
segundos; una extension final de 5 minutos a 72°C se aplicd a todos los ciclos térmicos. La

amplificacidn se llevd a cabo en un termociclador My Cycler Thermal Cycler (BIO-RAD, USA).

Tabla 4. Cebadores utilizados para la deteccidon de marcadores de transmisibilidad.

Marcador Secuencia
cblA Fw-1 5’-CCAAAGGACTAACCCA-3’
Rv-2 5'-AGCCGATGTCCATCACA-3’
BCESM Fw-1 5’- CCACGGACGTGACTAACA-3’
Rv-2 5’-CGTCCATCCGAACACGAT-3’

Los productos de PCR del marcador BCESM (1400 pb) obtenidos utilizando los cebadores descriptos
anteriormente se purificaron utilizando el kit de purificacion de PCR QUIAquick (Quiagen Inc., CA, EE.UU.).
La secuenciacion se llevd a cabo en Macrogen Inc. (Seul, Corea) utilizando el kit de reaccién listo para
secuenciar BigDye Terminator Cycle (Applied Biosystems). El ensamblaje de las secuencias se llevd a cabo
utilizando el software Vector NTI advance 10.1. Las secuencias de todos los aislados y de cepas

relacionadas se alinearon utilizando el software ClustalW. El analisis filogenético se realizd6 en MEGA 7.

A la vez, se analizaron las secuencias obtenidas con la herramienta de busqueda BLAST por

comparacién con las secuencias para CBc depositadas en el GenBank.

3.3.9. Anadlisis de los productos de PCR

Los productos de amplificacion por PCR de los 7 genes housekeeping, los de la region del gen

hisA y de los marcadores genéticos (BCESM y gen cblA), se resolvieron empleando geles de
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agarosa al 1% en TBE 0,5X, suplementados con bromuro de etidio (5mg/mL), en una corrida a
100mV por 45 minutos. Se visualizé una banda Unica en cada caso.

En el caso de los productos de digestién del gen recA con enzimas de restriccidn, se logro separar
las bandas empleando geles de agarosa al 2% en TBE 0,5X, suplementados con bromuro de
etidio (5mg/mL), en una corrida a 100mV por 150 minutos.

La tincidn se visualizé por medio de luz UV (306 nm) y se tomaron fotografias con el Sistema
Digital Kodak. Los ensayos fueron realizados por duplicado. Se incluyé marcadores de peso

molecular para facilitar la normalizacién posterior de los geles.

3.3.10. Andlisis de relacidn filogenética

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) es un paquete informatico que ha sido
desarrollado para la estimacion de distancias evolutivas y la reconstruccion de arboles
filogenéticos a partir de alineamiento de secuencias. El paquete incluye varios métodos para la
estimacidn de distancias evolutivas de datos de secuencias de nucledtidos y aminodcidos, tres
diferentes métodos de inferencia filogenética (UPGMA, NJ - Neighbor-Joining- y maxima
parsimonia) y dos pruebas estadisticas de diferencias topoldgicas. Ademas, MEGA (version 7.0)
calcula cantidades estadisticas tales como las frecuencias de nucleétidos y aminodacidos, sesgos
de transicidén/transversidn, frecuencias de codones (tablas de uso de codones), y el nimero de
sitios variables en segmentos especificos en las secuencias de nucledtidos y aminodcidos

(http://www.megasoftware.net) (248) (Figura 6).

.
Ma: Alignment Explorer (EASecuencias\2011)\secuencias\mega arbol TESISWMEGA ARBOL TESIS.mas) (=le

Data Edt Search Alignment Web Sequencer Display Help
DEHE% =& wo dh g4 4 8 B § @ X Lel-=RK

DINA Sequences | Trandated Fotein Seauences |

HNLP 77
HNLP 79

HNLP 6507

Sie # G101 @ with C whoGaps

Figura 6. Interface del programa MEGA?7 Se observa el resultado para el alineamiento de secuencia de
bases del gen recA de diferentes aislamientos hospitalarios.
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3.3.11. Secuenciacion del genoma completo y analisis

Estos métodos seran explicados con mayor detalle en el Capitulo 3. Para lograr un mejor
conocimiento de los aislamientos del Complejo que hasta el momento no habian podido ser
asignados a alguna de las especies descriptas, se llevd a cabo la secuenciacidon del genoma
completo de uno de los 6 aislados (CAMPA 1040). Esta se realizé en el instituto Robert Koch de
Berlin, Alemania. Se seleccionaron colonias de un cultivo fresco cultivado en placas de agar LB.
El ADN gendmico se extrajo utilizando el minikit de ADN QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemania), y
la secuenciacion se realizé en modo de lecturas pareadas (paired-end) de 300 nucleétidos (nt)
en una plataforma de secuenciaciéon Illlumina MiSeq en LGC Genomics (Berlin, Alemania). Los
pares de lectura se recortaron y ensamblaron de novo utilizando el pipeline A5 (252). Los contigs
se subieron al GenBank para la anotacion del genoma, la cual se llevé a cabo utilizando el
pipeline de anotacién de genoma procariético (en inglés Prokaryotic Genome Annotation
Pipeline, PGAP) del NCBI (253). Sobre la base de los datos de WGS, se realizé ANIb, la cual es una
técnica “gold standard” en la taxonomia bacteriana moderna para determinar la delineacién de
las especies bacterianas (254, 255). Con esta técnica se estimaron los valores medios entre las
regiones gendmicas homdlogas compartidas entre la cepa CAMPA 1040y la especie del CBc mas

cercana, segun el arbol filogenético del MLSA.

4. Resultados y discusion

4.1. Ordenamiento y actualizacion la coleccidon de microorganismos (CAMPA) y la

base de datos (CF cloud database)

En aproximadamente 15 afos de trabajo en conjunto con hospitales y centros de atencion a
pacientes con FQ, el grupo de trabajo del CINDEFI ha colectado mas de 1000 aislamientos
clinicos (provenientes de pacientes con FQ y no-FQ), ambientales y cepas de referencia de
organismos Gram-negativos multirresistentes relacionados a las infecciones pulmonares de
pacientes FQ. Estos aislamientos han sido guardados en forma de liofilizados y/o congelados en
glicerol en freezer a -80 °C conformando hoy la Coleccién Argentina de Microorganismos

patégenos y ambientales (CAMPA) que se encuentra fisicamente en el CINDEFI.

Como parte de mi trabajo de tesis doctoral, he participado en la construccion de la colecciéon
CAMPA, y en la identificacién y almacenamiento de los aislamientos recibidos a partir del afio
2015 hasta la actualidad. Hemos clasificado los aislamientos, ordenado, y actualizado las tablas
de datos que contenian la informacion sobre los estudios genéticos y fenotipicos realizados en

el CINDEFI, y he participado en el desarrollo y puesta en marcha de un sistema computacional,
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CFC database (Cystic Fibrosis cloud database) construido por el CINDEFI y una empresa de
software. Los resultados de este trabajo han sido publicados en la Revista Argentina de
Microbiologia (256) y resulta de interés ya que la base de datos que consiste en un sistema de
almacenamiento y clasificacion online que permite ordenar toda la informacién que se recopila
de cada uno de los aislamientos recibidos y datos clinicos de los pacientes (procedencia y datos
del paciente, fecha de extraccién de la muestra microbioldgica, identificacién bioquimica,
molecular, caracterizacion fenotipica, resistencia a antimicrobianos, secuencias de los
diferentes genes si se han obtenido etc.). El sistema informatico genera y presenta también

planillas donde se indica el rétulo y el lugar de almacenamiento de cada aislamiento bacteriano.

He desarrollado un protocolo para el ingreso de los aislamientos al laboratorio y creado una
nomenclatura alfanumeérica que considera para cada aislado el origen (hospital) y un nimero de

registro en la coleccion CAMPA.

4.2. Caracterizacion e identificacion genotipica de los aislamientos

4.2.1. Identificacion de los aislamientos pertenecientes al Complejo Burkholderia

cepacia

La primera etapa de mis andlisis sobre cada uno de los aislados recibidos en el laboratorio del
CINDEFI estuvieron dirigidos a identificar la presencia del gen recA. Trabajos previos habian
demostrado su utilidad en la identificacion de organismos del CBc y su diferenciacion de otros
géneros relacionados (140, 141). En este trabajo se analizaron mediante dicha técnica todos los
aislamientos recibidos en el periodo de estudio, los cuales fueron un total de 164. Se
consideraron como organismos pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia a 149
aislamientos, los cuales revelaron la presencia del amplicén de 1041pb. En la Figura 7 se
muestra, a modo de ejemplo, la amplificacidn obtenida (empleando los cebadores BCR1 y BCR2)
para varias de las cepas de referencia de distintas especies pertenecientes al CBc y para dos
aislados clinicos seleccionados. Esta técnica mostré un 100 % de confiabilidad para la
identificacion de organismos pertenecientes al CBc y la discriminacion de otros Bacilos Gram
Negativos No Fermentadores (BGNNF) con caracteristicas similares. A los 15 aislamientos
restantes que no amplificaron para el gen recA, se les hizo la amplificacion de otro de los genes
conservados, el gen lepA, siendo esta reaccién PCR positiva en todos los casos. Para su
confirmacién definitiva los aislamientos fueron derivados a los laboratorios especializados para

su identificacion por MALDI-TOF.
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Figura 7. Amplificacidn del gen recA por PCR. 1: B. contaminans (PM405), 2: B. multivorans (PM407), 3: B.
cenocepacia (PM3), 4: B. vietnamiensis (PM48), 5: B. cepacia (PM143), 6: B. multivorans (ATCC17616), 7:
aislamiento clinico (CAMPA 1563), 8:aislamiento clinico (CAMPA 1777), 9: B. contaminans (PM151), 10: B.
stabilis (LMG18870), 11: B. ambifaria (DSM16087), 12: control negativo, 13: B. dolosa (DSM16088), 14: B.
cepacia (PM185),15: marcador de peso molecular.

4.2.2. Discriminacion de los organismos del CBc a nivel de especie

Las muestras que dieron positivo para la presencia del gen recA, es decir que amplificaron la
banda de 1041 pb, se trataron posteriormente con la enzima de digestién Haelll y los productos
se corrieron en un gel de agarosa. A fin de poder identificar los aislamientos a nivel de especie
del CBc se utilizaron perfiles de PCR-recA-RFLP-Haelll correspondientes a cepas de referencia
y/o perfiles descriptos en bibliografia (77, 140, 257, 258). Los patrones de corte encontrados
para la enzima de restriccién Haelll fueron similares a los reportados previamente para las
especies del CBc. De los 149 aislamientos analizados por dicha técnica, 105 resultaron ser B.
contaminans, (perfil K y AT). Si bien el perfil K puede corresponder tanto a la especie B.
contaminans como B. lata, esta ultima ha sido aislada con muy poca frecuencia a nivel mundial
hasta el momento en pacientes con FQ, y no ha sido aislada en pacientes aun en Argentina, por
lo que consideramos que el perfil K corresponde a la especie B. contaminans. En este sentido,
todos los aislamientos ingresados hasta el 2015 con perfil PCR-recA-RFLP-Haelll K fueron
identificados como B. contaminans por otras metodologias (MALDI-TOF o secuenciacion del gen
recA u otros genes del MLST).

Dentro de los 44 aislamientos no identificados como B. contaminans obtuvimos: 15 B.
cenocepacia, 12 B. multivorans, 8 B. vietnamiensis, 5 B. ambifaria y 1 B. stabilis. Tres aislados
mostraron un perfil no reportado hasta el momento. En la Figura 8 se pueden observar algunos

de los patrones que se obtuvieron como resultado de dicho analisis.
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Figura 8. Patrones de restriccion obtenidos por PCR-recA-RFLP-Haelll. Perfiles observados en aislados
analizados. Calle 1y 4: patrdn K (B. contaminans o B. lata), calle 2, 3 y 6: patrén F (B. multivorans), calle
5: patrén AT (B. contaminans), calle 7: patrén G (B. cenocepacia). La asignacion de patrones se obtuvo
segun datos bibliograficos (77, 140, 257, 258).

El analisis por RFLP del gen recA ha sido utilizado para diferenciar la mayoria de las especies
pertenecientes al CBc. Sin embargo, esta técnica de comparacidén con patrones de restriccidon
especifico resultd deficiente para la discriminacidon de todas las cepas a nivel de especie. No
obstante, por su relativa sencillez, contintia siendo empleado para la discriminacién de por lo
menos cinco especies quedando el resto caracterizada dentro de grupos de especies, lo cual
representa un importante resultado en un screening preliminar (259). Por este motivo, en el
transcurso del trabajo, para alguno de los aislamientos la identificacidon a nivel especie fue
confirmada por MALDI-TOF o por secuenciacién del gen recA o amplificacion y secuenciacion de
algun otro gen conservado del MLST. Los 15 aislamientos que no amplificaron el gen recA, dieron

por MALDI-TOF todos B. cenocepacia.

Como se mencioné en el Capitulo 1, la identificacion por MALDI-TOF de los aislamientos
recuperados de infecciones crénicas que han sufrido cambios fenotipicos significativos, o de
aislamientos correspondientes a especies no muy frecuentes que la base de datos de MALDI-
TOF (Biotyper) no tiene un numero suficiente de representantes, el resultado obtenido posee
cierta incertidumbre (indices de identificacion muy bajos). Para estos casos se considerd como
una alternativa certera la propuesta por Mahenthiralingan que consiste en disponer de la

secuencia de por lo menos uno de los genes del sistema de identificacion MLST, tal como el gen
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recA (57). En esos casos los productos de amplificacion de PCR (empleando los cebadores RecA
3y RecA 4) fueron secuenciados siguiendo el procedimiento indicado en Métodos. Para el caso
de los 3 aislamientos, que fueron aislados de un mismo paciente, de los cuales no se pudo definir
la especie por el andlisis del patrén de RFLP, el analisis de las secuencias de los siete genes del
MLST arrojé como resultado que estos aislamientos correspondian a una especie no descripta

(ST indefinido).

4.3. Distribucion de especies del CBc

A partir del empleo de las técnicas gendmicas indicadas anteriormente, pude agrupar las
especies con las que se llevé a cabo el estudio epidemioldégico en tres categorias: i) organismos
recuperados de pacientes con FQ (87 %), tanto de nifios como de adultos atendidos en diversas
regiones del pais, principalmente en Buenos Aires, Cérdoba y La Plata; ii) aislamientos
recuperados de pacientes no FQ (8 %); y iii) aislamientos que fueron recuperados del ambiente
(5 %) (Figura 9). Entre los organismos recuperados de los pacientes con FQ estudiados, el 84%
provenian de nifios y el 16% restante de pacientes adultos (mayores de 14 afios), de los cuales
la mayoria son atendidos en el Hospital Rossi de La Plata. A su vez, el 31% de la poblacién FQ
pediatrica desarrolld infecciones crénicas, mientras que el 69% restante mostré infecciones
transcientes o los pacientes dejaron de concurrir a estos centros de atencién, por lo que no se

tienen mas datos.
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Figura 9. Distribucion de los aislamientos del Complejo B. cepacia que conforman la coleccién CAMPA
recuperados de la poblacion de pacientes FQ, no FQ y cepas ambientales.

A partir de los datos de identificacién obtenida se analizé la distribucion porcentual de especies
recuperadas a partir del total de muestras clinicas de pacientes con FQ, no-FQ y ambientales
que analicé. En la Figura 10 se puede observar que los aislamientos recuperados de muestras
de esputo de pacientes FQ, de aislados clinicos no-FQ y de muestras ambientales corresponden
a las especies B. contaminans, B. cenocepacia, B. multivorans, B. cepacia, B. ambifaria, B.
vietnamiensis, B. stabilis, B. seminalis, B. arboris, B. puraquae (que sera descripta mas adelante)
y B. lata. Si bien B. lata, B. puraquae y B. arboris aun no han sido recuperadas de pacientes FQ
en nuestro laboratorio (Figura 11), estan presentes en la distribucion de especies recuperadas
de muestras ambientales e industriales. Comparando la Figura 10 y 11, es importante resaltar
que la distribucion de especies es similar, asi como la alta prevalencia local de la especie B.
contaminans, tanto en las muestras de esputo de pacientes FQ, no-FQ y en aislados

ambientales.

Ademas de las especies mencionadas, como se puede observar tanto en la Figura 10 como en la

Figura 11 la categoria “otro CBc” esta presente y agrupa los aislados que fueron identificados
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como pertenecientes al CBc pero no se ha podido determinar la especie mediante la técnica
PCR-RFLP, ya que los perfiles que presentan no coinciden con los descriptos en la bibliografia, ni
se ha podido discriminar al comparar las secuencias de los genes indicados contra las bases de

secuencia disponibles, por lo que ellos representan seguramente otras especies aun no

descriptas para el Complejo (37).

B. cenocepacia B. multivorans

B. contaminans
64,8%

13,6%

otro CBc
0,4%

B. lata

4,4% .
B. cepacia

4,4%
B. ambifaria
1,2%

B. vietnamiensis
4%

B. stabilis
2%

B. seminalis

B. arboris 0,8%

0,4%

B. puraquae
2,8%

1,2%

Figura 10. Distribucién de especies del Complejo B. cepacia que conforman la coleccion CAMPA

recuperadas de la poblacién de pacientes FQ, no-FQ y ambientales.

B. contaminans
64,6%

B. cenocepacia
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B. vietnamiensis

3,7%
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Figura 11. Distribucién de especies del complejo B. cepacia que conforman la coleccion CAMPA

recuperadas de pacientes FQ.
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Como se mostré en la Figura 8 de la Introduccidn general, la distribuciéon de especies
encontradas para pacientes FQ en otros paises es completamente diferente. B. multivoransy B.
cenocepacia se han reportado como las especies recuperadas con mas frecuencia en pacientes
FQ en todo el mundo (37, 115). En EE.UU. por ejemplo, B. cenocepacia y B. multivorans

representan aproximadamente el 70% de las especies que colonizan estos pacientes (37).

En Canada y en algunos paises europeos (Republica Checa, Portugal, Francia, Italia y Reino
Unido), B. cenocepacia representaba la especie mayoritaria en aislamientos de pacientes con FQ
(37, 241, 260, 261), sin embargo, durante los Gltimos afios la incidencia de B. multivorans y B.

cenocepacia en infeccion de pacientes FQ parece haberse invertido.

A diferencia de esta situacion global, podemos observar que B. contaminans es la especie mas
prevalente en Argentina representando casi el 65% de las infecciones de pacientes FQ, seguida
de B. cenocepacia con el 15% como ya se habia descripto en afios anteriores (136, 160, 161). A
su vez, la actualizacién de los datos epidemioldgicos, demuestran que B. contaminans continla
siendo la especie de mayor incidencia (65%) tanto en los primeros aislados como en la infeccion
cronica, desde 2015 a la actualidad. Aunque esta distribucion de especies en particular no se ha
informado en ninguna otra region hasta ahora, en los Ultimos afos los casos reportados de B.

contaminans estan aumentando notablemente en Europa (163, 262).

Es interesante resaltar que B. contaminans es la especie mas prevalente tanto en muestras de
pacientes FQ, no-FQ como en aislados ambientales y geograficamente tiene una representacion
similar en cada hospital (160). Si bien esto se estudiara mas en profundidad en el Capitulo 3 de
este trabajo de tesis, estos resultados estarian implicando que estos organismos son altamente
transmisibles y son adquiridos a partir del contacto con el medio ambiente o ciertos productos
de uso doméstico como cremas, cosméticos, productos de limpieza del hogar, enjuagues de ropa

y otros productos domisanitarios (57, 88).

4.3.1. Distribucidn de las especies del CBc a lo largo de la infeccion cronica

Se analizé posteriormente la distribucion de especies de las cepas pertenecientes al CBc
encontradas en pacientes que desarrollaron infecciones crénicas. En la Tabla 5 podemos
observar que, en 57 de 62 pacientes con infecciones crénicas estudiados, se recuperaron
aislados del CBc pertenecientes a una Unica y misma especie a lo largo de la infeccién, y en su
mayoria (40 pacientes) correspondieron a B. contaminans. De estas ultimas no podemos
asegurar si los aislados corresponden al mismo clon, ni siquiera si corresponden al mismo tipo
de cepa (ST), pero si que se observa una alta persistencia de B. contaminans a lo largo de la

infeccidn crdnica (la clonalidad de los aislamientos sucesivos de alguno de los pacientes se
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estudiard en el Capitulo 3). En cuanto a la duracién de la infeccidn segln nuestros registros, esta
varié de 2 a 11 anos. Por otro lado, de los otros 5 pacientes con infecciones crénicas, mas de una
especie del CBc fue recuperada durante el transcurso de la infeccién como consecuencia de una

coinfeccidn o una colonizacion subsecuente por microorganismos de una especie diferente.

Tabla 5. Especies del CBc recuperadas de 62 pacientes a lo largo de la infeccién cronica.

Cepa Inicial® Cepas Subsecuentes® No. de Pacientes
B. contaminans B. contaminans 40
B. cenocepacia B. cenocepacia 6
B. multivorans B. multivorans 3

B. ambifaria B. ambifaria 1

B. cepacia B. cepacia 2

B. vietnamiensis B. vietnamiensis 3
B. seminalis B. seminalis 1
otro BCc otro BCc 1

B. contaminans B. cenocepacia 1
B. contaminans B. cepacia, B. contaminans 1
B. contaminans | B. vietnamiensis, B. cenocepacia 1
B. contaminans B. multivorans, B. contaminans 1
B. seminalis B. contaminans, B. seminalis 1

@ Corresponde al primer aislamiento recuperado perteneciente al complejo CBc de un paciente con
infeccién cronica.

b Corresponde a los aislados, de una o mas especies del CBc, recuperados durante el transcurso de la
infeccidn (podrian provenir de una coinfeccidén o una colonizacién subsecuente).

Los resultados obtenidos mostraron una alta persistencia de B. contaminans, especie que ha
sido poco caracterizada hasta el momento, debido, principalmente, a la baja incidencia de dicha

especie en otras regiones geograficas.

Es muy poco lo que se sabe acerca de la transmisibilidad, virulencia y persistencia de esta
especie, por este motivo se investigd, i) la diversidad genética de los aislados recuperados
pertenecientes a dicha especie, ii) la presencia de los marcadores cblA y BCESM (asociados a
la transmisibilidad en cepas “epidémicas” del CBc) como las posibles causas de estos altos
valores de incidencia tanto en nuevos aislados (de pacientes FQ, No-FQ y muestras

ambientales), como en aislamientos provenientes de pacientes con infecciones crénicas.
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4.4. Distribucion temporal de los perfiles de RFLP de B. contaminans

En esta seccidn analizamos la distribucion de los perfiles de RFLP correspondientes a los
aislamientos de B. contaminans, con perfil PCR-recA-RFLP-Haelll Ky con perfil PCR-recA-RFLP-
Haelll AT a lo largo de 16 afios. En el Capitulo 3 veremos que luego de la secuenciacién del gen
recA y otros genes conservados de mas 70 aislamientos clinicos y ambientales los aislamientos
con perfil recA K correspondieron al clon B. contaminans ST 872 y los de perfil recA AT
correspondieron en su mayoria a B. contaminans ST 102 (excepto 2 aislamientos que fueron
identificados como B. contaminans ST 482). Se examinaron los primeros aislamientos de B.
contaminans recuperados de 87 pacientes con FQ atendidos en los centros de referencia antes
mencionados desde el ailo 2004 al 2019, con el objetivo de conocer si hubo cambios temporales
en la incidencia de cada perfil de recA a lo largo de los 16 afios estudiados. Se analizé el patrén
RFLP de un total de 94 aislamientos correspondientes al primer aislamiento recuperado de cada
paciente, y algun aislamiento adicional si hubiera cambiado el perfil de la especie a lo largo de
la infeccion crénica. Del total de aislamientos analizados, 70 fueron asignados al perfil Ky 25 al
perfil AT. Curiosamente, la distribucion de los perfiles a lo largo del tiempo (Figura 12) mostro
que, desde que se produjo el brote en 2004 (160), el perfil K prevalecié durante 9 afios hasta
gue se inicié un reemplazo del mismo aproximadamente en el afio 2013, aparentemente lento,
por el perfil AT, con un desplazamiento completo en 2016. Cabe destacar que antes de 2013, se
recuperd el perfil AT pero principalmente en entornos hospitalarios y muestras ambientales
(160). Desde el afio 2013, la mayoria de los aislamientos con perfil AT se recuperaron de bebés

recién nacidos y algunos nifios (1 mes - 2 aios).

Con respecto a los aislamientos de B. contaminans recuperados durante la infeccidn crdénica en
29 pacientes analizados (de los 40 de la Tabla 5), 20 pacientes presentaron solo aislamientos
perfil Ky 6 pacientes presentaron solo aislamientos con perfil AT durante todo el transcurso de
la infeccién. Solo en 3 pacientes se recuperaron aislamientos de ambos perfiles (K y AT)
coinfectando. Este resultado concuerda con lo publicado por el grupo del Dr. LiPuma en el aio
2010, donde se describié que las vias aéreas de las personas con FQ son particularmente
propensas a infecciones bacterianas a largo plazo y que la mayoria son colonizadas por una cepa
bacteriana dominante que persiste durante muchos afios (37), lo que permite un tiempo

significativo para la adaptacion genética.

Dado que, durante el brote del afio 2004, al menos a nivel local circulaban sdélo los organismos
del perfil K, y el perfil AT no colonizd pacientes en esta regién hasta el 2013, las infecciones

cronicas de mayor duraciéon corresponden a los aislamientos B. contaminans perfil K.
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Figura 12. Distribucion de los perfiles de recA-RFLP K y AT, de primeros aislamientos de B. contaminans
en recuperados de infecciones pulmonares en nifios con fibrosis quistica durante un periodo de 16 afios.
(En el capitulo 3 demostraremos que los aislamientos de perfil K corresponden al clon B. contaminans
ST872 y los de perfil AT son en su gran mayoria B. contaminans ST 102).
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4.5. Determinacion de la presencia de marcadores de transmisibilidad en B.

contaminans

Debido a la persistencia de aislamientos de B. contaminans, principalmente de los que presentan
el perfil K, durante la infeccion crdnica de pacientes con FQ, se decidié estudiar la presencia del
marcador de transmisibilidad BCESM y del gen del cable pili (gen cblA), y asociados ambos a

cepas epidémicas del CBc.

Para este fin se utilizaron los cebadores especificos para cbl/A y BCESM y las condiciones de
reacciéon indicadas en la bibliografia (152, 153). Se realizd un screening de mas de 100
aislamientos de B. contaminans provenientes de pacientes con FQ, no-FQ y AMB y se analizd el
producto de PCR obtenido. Los resultados que arrojo este andlisis indican que todos los
aislamientos B. contaminans perfil recA-RFLP K, ya sea recuperados de pacientes con FQ como
del ambiente, presentaban la regién gendmica homodloga al BCESM, mientras que los

aislamientos B. contaminans perfil recA-RFLP AT no contenian dicho marcador.

Mads adelante, se secuencié el producto de PCR de la regidon del BCESM de 20 aislamientos
elegidos al azar, recuperados de distintos pacientes, y éstas resultaron ser idénticas. Se compard
también esta secuencia de la region gendmica del marcador BCESM con la region homdloga de
B. cenocepacia 12315, utilizando la herramienta de busqueda de secuencia BLAST y el resultado

arrojo que dichas secuencias comparten un porcentaje de identidad del 96 % y una cobertura
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100 %. A su vez, al comparar la secuencia homédloga del BCESM en los aislamientos B.
contaminans de nuestra coleccion con las secuencias de los genomas B. contaminans
depositadas en el NCBI, se encontrd que la cepa B. contaminans FFH2055 recuperada de un
paciente con FQ en Argentina (238), perfil recA-RFLP K (identificada también como ST 872)

comparte un porcentaje de identidad del 100 % con una cobertura del 100 %.

Como todos los aislados clinicos perfil recA-RFLP K presentaron la regidon gendmica BCESM,
caracteristica de la isla gendmica BcenGl11 del linaje B. cenocepacia ET12, y las secuencias
tenian un alto porcentaje de identidad con la cepa J2315, quisimos dilucidar si habia un
homodlogo de esta isla presente en dichos aislamientos clinicos. La secuencia de la isla de
patogenicidad de B. cenocepacia 12315 se comparo con las secuencias gendmicas del aislado
de B. contaminans FFH2055, y se encontré una region en el contig 5, la cual mostré una
identidad del 95 % con la cepa J2315 y una cobertura del 63 %, que a su vez contenia la
secuencia homologa al BCESM. Dicha region tiene un bajo contenido GC, por lo tanto,
podriamos estar en presencia de una isla gendmica, la cual caracterizaremos mas adelante en

el capitulo 3.

Con respecto a la presencia del gen cblA, ninguno de los aislados de B. contaminans amplificé el
producto de PCR correspondiente. A su vez, para confirmar la ausencia de dicho gen, su
secuencia se compard con las secuencias de los genomas B. contaminans depositados en el NCBI

y no se encontrd ningln gen homdlogo.

4.6. Burkholderia puraquae sp. nov., una nueva especie del complejo B. cepacia

aislada del entorno hospitalario y suelos agricolas.

Como parte de los trabajos llevados a cabo durante mi tesis doctoral participé en la descripcion
de una nueva especie del CBc. El trabajo realizado fue multidisciplinario. Nuestro laboratorio de
Biofilms Microbianos trabajé en colaboracion con otros grupos hospitalarios y de investigacion
del pais y del exterior. El Hospital de Nifios "Sor Maria Ludovica", La Plata; el Hospital Santisima
Trinidad de Cdrdoba; la Fundacidn Instituto Leloir-CONICET, Buenos Aires, Argentina; el Instituto
de Biologia Molecular -IBBM-CONICET, UNLP La Plata; Laboratorio CEMAR, Rosario, Santa Fe,
Argentina; Instituto Robert Koch, Berlin, Alemania; Instituto de Bioingenieria y Biociencias,
Lisboa, Portugal. Se pudo describir una nueva especie bacteriana perteneciente al complejo
Burkholderia cepacia, a la cual denominamos Burkholderia puraquae (del latin pur.a.quae.

proveniente de aguas puras) (39).

Hasta el afio 2016, cuando se comenzd el analisis y ordenamiento de la coleccion de

microorganismos CAMPA, contdbamos con 6 aislamientos a los cuales no podiamos asignarle
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una especie, ni aun aplicando los métodos moleculares mds completos. Para ese momento habia

descriptas 20 especies pertenecientes al complejo.

Estos aislados provenian de controles de infeccién que realizaban los diferentes hospitales, que
involucraron aislados del CBc provenientes de distintas fuentes del entorno hospitalario
realizados en diferentes periodos de tiempo. Los 6 aislamientos que no pudieron ser
identificados representaban un Unico cluster en el MLSA dentro del complejo. Luego de
depositar las secuencias en la base de datos de CBc PubMLST (http://pubmlst.org/CBc/),
encontramos que dicha base de datos habia un aislado del CBc adicional ya depositado como
perteneciente al mismo grupo, el aislado PBP 78, recuperado de una muestra de suelo agricola

en 2011 en Argentina.

El objetivo del presente estudio fue, por lo tanto, analizar la taxonomia de estos aislamientos

pertenecientes al complejo CBc con un enfoque polifasico.

4.6.1. Aislamientos

Los seis aislamientos hospitalarios se depositaron en la Coleccién CAMPA (Tabla 6). Cinco de
ellos (aislamientos CAMPA 565, CAMPA 567, CAMPA 707, CAMPA 1040" y CAMPA 1043) fueron
recuperados en el periodo 2007 a 2012 de los reservorios de “agua de hemodidlisis” en el
Hospital Santisima Trinidad, ubicado en la ciudad de Cérdoba, Argentina. El aislado restante,
CAMPA 566, se aislé en 2009 de un reservorio de agua para hemodialisis en un hospital en San
Fernando del Valle de Catamarca, en la provincia de Catamarca, (438 km de Cérdoba). En ambos
hospitales, la incidencia de contaminacién bacteriana de los tubos, tanques y grifos en la Unidad
de hemodiilisis se investiga mensualmente. Las muestras microbioldgicas fueron concentradas
de las aguas por filtracién por membrana con tamafio del poro de 0.22um (de acuerdo con la
examinacién estandar de agua de la Asociacion Americana de Salud Publica (APHA) (263)).
Después de la filtracidn, las membranas se colocaron en un medio enriquecido y se incubaron a
37 °C durante 24 hs. Los cultivos positivos fueron inoculados en placas de agar selectivo para B.
cepacia (BCSA, Britania) y se incubaron durante 3 dias a 37°Cy 2 dias adicionales a temperatura
ambiente. Luego se llevé a cabo la caracterizacion bioquimica y molecular de rutina de las
colonias aisladas. El aislado PBP 78 se obtuvo de una muestra de suelo recuperada en
Pergamino, provincia de Buenos Aires, a 512km de la ciudad de Cdrdoba, siguiendo los
procedimientos de muestreo ambiental y aislamiento bacteriano descritos anteriormente (264)

(Tabla 6).
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Tabla 6. Aislamientos estudiados mostrando su procedencia, tipo de cepa (ST) y perfiles de alelos.

Perfil alélico del complejo Burkholderia cepacia
Aislamiento Origen, lugar y afo
ST MLST
abe de aislamiento

atpD gltB gyrB recA lepA phaC trpB

Agua de dialisis,
CAMPA 565 1065 378 451 690 404 459 290 450
Cérdoba, 2009

Agua de dialisis,

CAMPA 566 1065 378 451 690 404 459 290 450

Catamarca, 2009

Agua de dialisis,

CAMPA 567 1065 378 451 690 404 459 290 450

Cérdoba, 2009

Agua de dialisis,
CAMPA 707 1065 378 451 690 404 459 290 450
Cérdoba, 2007
HST 245
CAMPA 10407 Agua de didlisis,
1065 378 451 690 404 459 290 450
LMG 296607 Coérdoba, 2011
DMSZ 1301377

Agua de didlisis,

CAMPA 1043 Cérdoba, 2012 1065 378 451 690 404 459 290 450
PBP 78 Suelo,
764 316 363 548 334 381 290 66
R-50214 Buenos Aires, 2011

Las secuencias de nucledtidos de cada alelo, los perfiles alélicos y los tipos de secuencias para todos los
aislados estan disponibles en el sitio web de CBc PubMLST (http://pubmlst.org/CBc).

2 CAMPA: Coleccion Argentina de Microorganismos Patdgenos y Ambientales, CINDEFI, CONICET-CCT La
Plata, Universidad Nacional de La Plata, Argentina.

b HST245: nombre dado por el “Hospital Santisima Trinidad de Cérdoba” (HST) al aislamiento CAMPA
1040'.

¢Aislamiento PBP78 obtenido del Laboratorio de Microbiologia Molecular y Celular, Fundacién Instituto
Leloir, Argentina.

4.6.2. Caracterizacion genotipica y fenotipica de los aislamientos

El primer paso para la caracterizacién genotipica de los aislamientos en estudio fue la
comparaciéon de las secuencias del gen 16s ARNr con las de las cepas de referencia de otras
especies del CBc, la cual reveld niveles de similitud entre 98.8 % y 99,7 %. Los niveles de similitud
contra B. gladioliy B. glumae estuvieron en el rango de 98,4 — 98,8 %, mientras que los niveles
de similitud contra otras especies del género Burkholderia estuvieron por debajo del 95,2 %. El

arbol filogenético basado en las secuencias del 165 rRNA mostrdé que los siete aislados se




Capitulo 1

agruparon juntos entre los aislamientos pertenecientes al CBc en un cluster altamente confiable

(86 %). (Figura 13).

Burkholderia puraquae CAMPA 1043 (KX516808)
Burkholderia puraquae PBP78 (KX534057)
Burkholderia puraquae CAMPA 1040™/LMG 296607 (KX278717)
Burkholderia puraquae CAMPA 707 (KX516807)
Burkholderia puraquae CAMPA 567 (KX516806)
Burkholderia puraquae CAMPA 565 (KX516804)
Burkholderia puraquae CAMPA 566 (KX516805)
Burkholderia diffusa LMG 240657 (NR042633)
Burkholderia ambifaria LMG 191827 (HQ849072)
Burkholderia stabilis LMG 142947 (NR114522)
Burkholderia pyrrocinia LMG 141917 (NR118075)
Burkholderia stagnalis LMG 281567 (NR136495)
[ |~ Burkholderia metallica LMG 240687 (NR042636)

‘|— Burkholderia arboris LMG 240667 (AM747630)

Burkholderia contaminans LMG 233617 (JX986975)

Burkholderia lata LMG 224857 (KX397363)

M Burkholderia anthina LMG 209807 (JX986972)
Burkholderia seminalis R 2419 (NR042635)
Burkholderia cepacia LMG 12227 (EU024171)

Burkholderia territorii LMG 281587 (NR136496)

Burkholderia ubonensis LMG 203587 (AB898034)

Burkholderia cenocepacia LMG 166567 (NR025013)

LI~ Burkholderia vietnamiensis LMG 109297 (NR041720)
_I— Burkholderia dolosa LMG 189437 (NR104973)

Burkholderia latens LMG 240647 (NR042632)
Burkholderia multivorans LMG 130107 (NR118068)
|_7 Burkholderia gladioli MS102 (EU053154)
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Figura 13. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 165 ARNr de los aislamientos de B. puraquae
sp. nov. y de las cepas de referencia de todas las especies del CBc. El arbol se construyd utilizando el
Método de maxima verosimilitud (Maximum Likelihood) basado en el modelo de Kishino-Hasegawa. Se
muestra el arbol con el logaritmo de verosimilitud mas alto (-2244.1979). El porcentaje de arboles en los
cuales los taxones asociados se agrupan juntos (1000 replicados de bootstrap) se muestra a continuacién
en las ramas si es mayor que 70%. Una distribucién Gamma discreta se utilizé para modelar las diferencias
en la tasa de evolucidn entre sitios (5 categorias (+ G, parametro = 0.1000)) y se permitié que algunos
sitios fueran invariablemente evolutivos ([+ 1], 43.0187 % sitios). Se eliminaron todas las posiciones que
contienen gaps y datos faltantes. Hubo un total de 1335 posiciones en el conjunto de datos final. La
secuencia del gen 16S rRNA de Burkholderia xenovorans LMG 21463 fue utilizada como grupo externo.
La barra de escala indica el nUmero de sustituciones por sitio.

En cuanto al analisis del gen recA, las secuencias obtenidas mostraron valores de similitud entre
89.5% y 94.7% entre los siete candidatos y las especies CBc de referencia. El arbol filogenético
derivado mostrd una agrupacion estrecha (99%) de las siete cepas candidatas dentro del CBc,

como se observo previamente en el arbol del gen 16S rRNA (Figura 14).
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Burkholderia viethamiensisLMG 109297 (ST-65)
Burkholderia latens LMG 240647 (ST- 238)
Burkholderia territorii LMG 281587 {ST-791)
Burkholderia cenocepacia lllD LMG 21481 (ST-46)
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Burkholderia seminalis LMG 240677 (ST-473)
Burkholderia stabilis LMG 142947 (ST-50)
Burkholderia cenocepacialllB LMG 18830 (ST-39)
Burkholderia cenocepacialllC LMG 19230 (ST-44)
Burkholderia pyrrocinia ATCC 159587 {ST-41)
Burkholderia cepacia ATCC 254167 (ST-10)
90 Burkholderia lata ATCC 177607 (ST-101}
——— | L Burkhoideria contaminans LMG 233617 (ST-102)
Burkholderia metallica LMG 240687 {ST-511)
Burkholderia puraquae PBP 78 (KX534063/ST-764}
Burkholderia puraquae CAMPA 565 (KX516839/ST-1065)
g0 || Burkholderia puraquae CAMPA 566 (KX516840/ST-1065)
Burkholderia puraquae CAMPA 587 (KX516841/ST-1065)
A Burkholderia puraquae CAMPA 707 (KX516842/ST-1065)
Burkholderia puraquae LMG 296607 (KX516843/ST-1065)
Burkholderia puraquae CAMPA 1043 (KX516844/5T7-1065)
Burkholderia stagnalis LMG 281567 (ST-787)
U— Burkholderia pseudomulfivorans LMG 166897 (ST-755)
Burkholideria ambifariaLMG 191827 (ST-77)
L—— Burkhoideria dolosa LMG 18943 (ST-72)
Burkholderia muitivorans LMG 130107 (ST-397)
Burkholderia ubonensis LMG 203587 (ST-299)
Burkholderia fungorum LMG 162257 {ST-485)
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Figura 14. Arbol filogenético basado en secuencias del gen recA de las especies que componen el CBc y
los aislamientos de B. puraquae sp. nov. Se eliminaron todas las posiciones que contenian gaps y datos
faltantes, lo que dio como resultado un total de 393 posiciones en el conjunto de datos final. El arbol
consenso del bootstrap, inferido a partir de 1000 replicados, se construyé utilizando el método de Mdaxima
Verosimilitud (Maximum Likelihood) basado en el Modelo general de tiempo reversible. El porcentaje de
arboles replicados en los que los taxones asociados se agrupan juntos en la prueba de bootstrap se
muestra junto a las ramas si es superior al 70%. Se utilizé una distribucion discreta de Gamma para
modelar las diferencias en la tasa de evolucidn entre las categorias de 5 sitios (+ G, pardmetro = 0.3351)
y se permitié que algunos sitios fueran invariablemente evolutivos ([+ 1], 52.2941% de sitios). La secuencia
de recA de B. fungorum LMG 16225 se usé como grupo externo. La barra de escala indica el nimero de
sustituciones por sitio.

Con fines confirmatorios se realizé un analisis filogenético del fragmento de 442 pb del gen hisA.
Como se menciond anteriormente ésta constituye una herramienta adicional de gran robustez
para discriminar especies del CBc (144). Se llevé a cabo la amplificacion por PCR de esta region

y su secuenciacion. La comparacién de estas secuencias con aquellas correspondientes a las
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otras especies del CBc reveld niveles de similitud entre 91,08 % y 97,14 %. El arbol filogenético
derivado de este analisis mostré que los seis aislamientos recuperados del entorno hospitalario
se agruparon juntos en un cluster dentro del CBc (Figura 15). Ademas, se determind el cédigo
de 11 letras obtenido de la combinacién de los nucledtidos dentro de gen hisA, el cual permite
la discriminaciéon de especies CBc, como ha sido reportado (144). Los 6 aislamientos presentaron
el mismo cddigo de 11 letras para este sitio -CACGGCGGCTA—, que fue diferente de las otras

especies de CBc informadas.

Burkholderia puraquae CAMPA 10407/LMG 296607 (KX516813)
Burkholderia puraquae CAMPA 1043 (KX516814)

100 | Burkholderia puraquae CAMPA 707 (KX516812)
Burkholderia puraquae CAMPA 567 (KX516811)

8 Burkholderia puraquae CAMPA 566 (KX516810)

Burkholderia puraquae CAMPA 565 (KX516809)

M Burkholderia ambifaria LMG 191827 (GU086400)

4|:&rkholderfa multivorans LMG 130107 (EU057648)
Burkholderia dolosa LMG 18943T (GU183905)

79
Burkholderia pseudomultivorans SUB-INT23-BP2 (CP013378)
Eholderfa stagnalis MSMB735 (CP013459)
Burkholderia ubonensis LMG 203587 (GU183888)

——— Burkholderia arboris LMG 14939 (GU183886)

Burkholderia stabilis LMG 142947 (EU057649)
— Burkholderia pyrrocinia ATCC 15958T (EU057644)
Burkholderia lata LMG 22485 (CP000151)

Burkholderia cepacia LMG 12227 (GU116568)

Burkholderia seminalis LMG 240677 (GU183879)
-I_— Burkholderia cenocepacia LMG 166567 (GU170810)
75 Burkholderia diffusa LMG 240657 (GU130208)
Burkholderia contaminans LMG 233617 (MCAU02000001)
Burkholdetia anthina LMG 209807 (EU057658)
Burkholderia territorii RF8-non-BP5 (CP013366)
Burkholderia latens LMG 240847 (GU126471)
L———— Burkholderia metallica LMG 240687 (GU183882)
Burkholderia vietnamiensis LMG 109297 (CP009631)
Burkholderia xenovorans LMG 214637 (4006015)

0.020

Figura 15. Arbol filogenético construido usando secuencia de nucleétidos de la regién hisA (442 pb) de las
cepas pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia aplicando el algoritmo basado en distancia
neighbor-joining (NJ). El porcentaje de arboles replicados en el que los taxones asociados se agrupan
juntos en la prueba de bootstrap (1000 replicados) se muestra junto a las ramas si es superior al 70%. La
secuencia de hisA de B. xenovorans LMG 21463 fue utilizada como grupo externo.

Se realizd un andlisis de identificacion por medio del sistema comercial MALDI Biotyper (Bruker
Daltonik) en el instituto Robert Koch de Berlin, de los 6 aislamientos hospitalarios y el
aislamiento recuperado de suelo. Estos fueron identificados como B. pyrrocinia con valores de
score que fueron desde 2,41 a 2,38 segln el aislamiento. Le siguieron en la lista de identificacion

B. cenocepacia y B. stabilis. Para construir el dendrograma, la informacién espectral en la region
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m/z de 2000-14000 se extrajo y se convirtié en imagenes de cddigo de barras de acuerdo con
los procedimientos descritos por Lash y Naumann (265, 266), y se utilizé el algoritmo de Ward
como método de construccidon del dendrograma. La Figura 16 muestra el dendrograma del
analisis de conglomerados realizado con un total de 62 espectros de base de datos de las 18
especies diferentes del género Burkholderia (incluidos los espectros de la base de datos de los
siete aislados) y el espectro de masas MALDI-TOF de seis bacilos no fermentadores no
pertenecientes al género Burkholderia. Estos resultados muestran que estos siete aislamientos
se agruparon en un cluster diferente incluido en el cluster “a2”, dentro de las cepas de referencia
del CBcy B. gladioli (cluster A), lo que indica que pueden ser discriminados de las especies del
complejo mas relevantes, de otras especies de Burkholderia, y de otros bacilos no

fermentadores (cluster B) (Figura 16).
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Figura 16. Dendrograma obtenido a partir del analisis de agrupamiento jerarquico no supervisado (UHCA)
de espectros de base de datos MALDI-TOF. Se incluyeron espectros de 18 especies diferentes del género

- Burkheldesas copacie DSM 7288 7

Burkboideria copdoit ATCC 25418
Burkhelderia cepacia DEM 8241
Burkholderia capaciz DS BO1EY
Burkholderia vieinamenis CCUG 34169
Burkhoideria vistnarmiensiz LG 10923
Burkfinidera vietnamen's COLIG SE31
Burkholderia armbifara DSkt 16087

- Burkholderia ambifasia |LH4G 1987

Burkholderis arbors DS 23435
Burkholderis vbongrsis O8M 17311

. Burkholderia mafalics DEM 23519

Burkhoideria seminaiiz DEM 23518

- Brskholderia anthing D55 16086

Bukholderia cenntepacia DS 16553
Burkhoideria cenocepacia LMG 18863
Burkholderia cepacia ATCC 20608

Burkholderia cenccepacia LIMG 16654

- Burkhotdea anifiog LMG 20983

Buskholdusiy confaminans 15T 18

i . Burkhoidera conteminans MF ¥4

Burkholdenz confaminans HET 31

- Birkholdera confaminans ST R1

Burichofdera contaminans £5M 22706
Burkholdera plraguas CAMPA 103

- Burkhoidena peraquas CAMPS 585
. Burkholdens puraguae CAMPA 368
. Burkholderia puraguas CAMPA SET

Burkhoddleria prraguoae CHNPA 1043

- Burkholderia pursguae DSM 103137CANMPA 10407

Burkholderia puraguae B-00214
Burkholderia pyrrocinia ATCE 13958

. Burkholderia pyrocinia LMG 14191

Burkholderia stabiis SOUG 13348
Euricholdarl stabiis LMG 18870

- Bumfddena stabils COUG 24 168

Burkholdena stabiis OSM 16586

oo Burshoideria dolpss GBS 16088
- Burkholderia dolosa LMG 21820

Burkhotderia mofivorens COLG 32080
Burkiioideria muftivorans COUJG 37240
Burkhoddera mullivorgis ATCC 17618
Burkhoideria gledioh 8TCG 10248
Burkhoidena giadicl DSM 8361
Burdholdeda paewdomaliel COUG 13700
Burkhofders peeudonatiel COUE 15645
Burkcholders paewdornaliel QCUG {5649
Burkheldena pseudornaliel CCUG 15651
Burkhelderia thafandensis 5M 133278
Burkhoidera thafandensiz LMG 20219
Actrromipbaoier sWiosoxidang HET 107

- Achromobacter xyiesmitars HET 115
- Achromobacter xylosoxidans HET 82

Actromabacter xylosoxidans HSY 74
Acingtobacter batimanad D3N 30095
Fandorapa pnomenuse DSM 16536
Sterofraphomon maltephifis ATCC 13637
FRafstonia pickelti ATCE 27511

. Ralstonda pickefti ATCC 40129

Pseudomonas aerginosa ATCE 27863
Faeyuiomonat geruginoss Y B264
Fspudomonas aeruginosa HET 50428

Burkholderia (incluyendo los siete aislamientos de B. puraquae nov. sp.), y espectros de seis bacilos no
fermentadores no pertenecientes al género Burkholderia. Todos los espectros adquiridos de especies
diferentes a B. puraquae nov. sp. se habian sido previamente reportados (136).
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Los niveles de similitud entre las secuencias de los genes recA y hisA con otras cepas de
referencia de especies del CBc y la comparaciéon de los espectros de masas MALDI-TOF de los
siete aislamientos frente a las especies CBc mas relevantes, mostré que estos aislados
comprendian un solo grupo de cepas distintivas dentro del taxdn de CBc. De esta forma, el MLSA
fue llevado a cabo utilizando los protocolos estandar para confirmar si éstos representan o no
una nueva especie dentro del complejo. Un arbol filogenético basado en las secuencias
concatenadas (2.773 pb) de los siete fragmentos de genes conservados “housekeeping” [atpD
(443 pb), gltB (400 pb), gyrB (454 pb), recA (393 pb), lepA (397 pb), phaC (385 pb) y trpB (301
pb)] se construyd utilizando el software MEGA 6. Los aislamientos se resolvieron en dos tipos de
secuencias (STs), con CAMPA 1040" y PBP 78 como sus representantes correspondientes (Tabla
6). La secuencia de nucledtidos de cada alelo, los perfiles alélicos y los STs de estas dos cepas
estan disponibles en la base de datos de CBc PubMLST. El analisis filogenético de secuencias
alélicas concatenadas demostré que los siete aislados se agruparon juntos en un cluster
dentro del CBc, validado por valores de bootstrap de 100% (Figura 17). Para el nuevo taxén, la
divergencia de secuencias intragrupo de los alelos concatenados fue de 1.75%, mientras que la
divergencia promedio con los vecinos mas cercanos fue de 4.17 + 1.71 % con B. metallica, 4.79

+1.18 % con B. contaminans,y 4.81 £ 1.29 % con B. lata.
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Burkholderia puraguae LMG 29660T/CAMPA 10407{ST-10
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Figura 17. Arbol filogenético basado en las secuencias concatenadas (2773 pb) de siete fragmentos de
genes conservados de las cepas de referencia de las especies CBc ya descriptas y los aislamientos de B.
puraquae sp. nov. El arbol consenso del bootstrap, inferido a partir de 1000 replicados, se construyo
utilizando el método de Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood) basado en el Modelo general de
tiempo reversible. El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados se agrupan juntos
en la prueba de bootstrap se muestra junto a las ramas si es superior al 70%. Se utilizé una distribucién
discreta de Gamma para modelar las diferencias en la tasa de evolucidn entre las categorias de 5 sitios (+
G, parametro =0.1884) y se permitié que algunos sitios fueran invariablemente evolutivos ([+ 1], 52.2421%
de sitios). La secuencia de B. fungorum LMG 16225" se usé como grupo externo. La barra de escala indica
el nimero de sustituciones por sitio.

Los valores obtenidos para la determinacidn del contenido G + C (% en moles) de ADN de los
aislamientos CAMPA 565, CAMPA 566, CAMPA 567, CAMPA 707, CAMPA 1040" y CAMPA 1043
fueron 66.2 mol%, 66.1 mol%, 66.4 mol%, 66.8 mol%, 66.3 mol% y 66.7 mol%, respectivamente,

65)
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los cuales se encuentran dentro del rango informado para otras especies del CBc (66-69 mol %)

(139).

En cuanto al analisis de acidos grasos, segun el software Sherlock version 6.2., los acidos grasos
mas abundantes, tanto en los aislados como en las cepas de referencia vecinas en el arbol
filogenético del MLSA , B. contaminans LMG 23361 y B. lata LMG 22485, fueron 18: 1o7c y/o
19:0 cyclom8c (presentado en la Tabla 7 como caracteristica sumada 8), 16:1 w7c y/o 16:1w6c
(presentado en la Tabla 7 como caracteristica sumada 3) y 16:0, que corresponde a mas del 89%
del contenido total de 4cidos grasos (Tabla 7). El andlisis de las mismas muestras utilizando el
método de analisis de acidos grasos de fosfolipidos (PLFAD1) de Sherlock en un cromatdgrafo
de gas con un detector de espectrémetro de masas, como se describe anteriormente (246),
mostrd que la caracteristica sumada 8 contiene tanto 18: 1®7c como 19:0 cyclow8c, pero las
caracteristicas sumadas 2, 3 y 5 sélo contenian 14: 0 30H, 16: 1lw7c y 18: 2w6, 9c,
respectivamente. Tanto el analisis de componente principal (PCA) llevado a cabo con el software
Sherlock para evaluar la proximidad de la cepa, y los cdlculos llevados a cabo de acuerdo con
Vauterin (267) para determinar la homogeneidad del perfil de acidos grasos, indicaron que la
composicion lipidica de todos los aislados reportados aqui son diferentes a las cepas de
referencia que son especies vecinas en el darbol filogenético del MLSA, mostrando cierta
heterogeneidad entre ellos (la suma de las diferencias entre cada 4cido graso y el promedio de

los aislamientos varid hasta 3.2%).
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Tabla 7. Composicidn de acidos grasos de B. puraquae sp. nov. y de las especies vecinas en el arbol
filogenético del MLSA. Especies: 1, B. contaminans LMG 23361;2, B. lata LMG 22485; 3, B. puraquae sp.
nov. (CAMPA 565); 4, B. puraquae sp. nov. (CAMPA 566); 5, B. puraquae sp. nov. (CAMPA 567); 6, B.
puraquae sp. nov. (CAMPA 707); 7, B. puraquae sp. nov. (CAMPA 1040T); 8, B. puraquae sp. nov. (CAMPA
1043).

B. contaminans B. lata CAMPA CAMPA CAMPA CAMPA CAMPA CAMPA

LMG 23361 LMG 22485 565 566 567 707 10407 1043
12:0 tr tr tr tr tr tr tr tr
14:0 tr tr tr tr tr tr tr tr
16:0 2491 23.69 28.91 28.21 32.63 31.36 31.74 32.89
16:1 20H 1.02 Tr Tr Tr 1.11 tr tr tr
16:1 w5c tr tr tr tr tr tr tr tr
17:0 tr tr tr tr tr tr tr tr
18:0 1.37 1.90 1.55 1.35 1.63 1.62 1.61 1.56
18:1 20H 1.25 1.54 tr tr 1.35 tr 1.00 1.31
18:1 w5c 0.18 tr tr tr tr tr tr tr
18:3 wbc
(6,9,12) tr tr tr tr tr tr tr tr
Sumatoria de
caracteristica 2" 2.56 3.18 2.33 1.95 3.05 1.87 2.04 2.71
Sumatoria de
caracteristica 3" 25.64 22.72 28.13 28.47 21.38 27.39 22.04 21.13
Sumatoria de
caracteristica 5* tr tr tr tr tr tr tr tr
Sumatoria de
caracteristica 8" 40.29 44.27 35.02 36.80 35.09 34.58 37.68 36.27

Los valores son porcentajes de acidos grasos totales; tr, presente en cantidades rastreables (<1% del
total).

*La sumatoria de caracteristica 2 comprende C14:0 30H y/o C16:1 iso; La sumatoria de caracteristica 3
comprende C16: 1 w7c y/o C16: 1 wé6c; La sumatoria de caracteristica 5 comprende C18: 2 ®6,9c y/o C
18:0 anteiso; y la sumatoria de caracteristica 8 comprende C18:1 ®w7c y/o C 19:0 ciclo m8c, de acuerdo
con el software Sherlock version 6.2, método ITSAL.

La caracterizacidn bioquimica de los siete aislamientos, realizada segun lo descrito por Henry y
colaboradores (268) se indica en |la Tabla 8. Las cepas asimilan glucosa, L-arabinosa, D-manosa,
D-manitol, N-acetilglucosamina, D-gluconato, caprato, adipato, L-malato, citrato y fenilacetato,
pero no asimilan la maltosa. Las actividades oxidasa, B- galactosidasa, esculina hidrolasa y lisina
descarboxilasa estan presentes, pero no ornitina descarboxilasa, arginina dihidrolasa y ureasa.
La reduccién de nitratos y licuefaccion de la gelatina dependieron de la cepa. Los siete
aislamientos estudiados podrian diferenciarse de otras especies del CBc principalmente porque
no crecen a 42 2C como casi todas las otras especies del CBc si lo hacen. Los aislamientos aqui
descriptos fueron capaces de crecer en medio BCSA, asimilando xilosa, no presentaron actividad
arginina dihidrolasa y no mostraron B hemolisis en placas de agar sangre. La identificacion por
VITEK (269) dio como resultado una identificacidon "muy buena" a "excelente" (93-98%) como B.

cepacia para el set completo de aislamientos.
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Tabla 8. Caracteristicas bioquimicas utilizadas para la diferenciacidn de B. puraquae sp. nov. de miembros
del complejo Burkholderia cepacia.

Especie: 1. B. puraquae sp. nov. CAMPA 565, CAMPA 566, CAMPA 567, CAMPA 707, CAMPA 10407, CAMPA
1043 and PBP 78; 2. B. contaminans; 3. B. lata; 4. B. metallica; 5. B. cepacia; 6. B. seminalis; 7. B.
cenocepacia; 8. B. multivorans; 9. B. ambifaria; 10. B. diffusa; 11. B. pyrrocinia; 12. B. pseudomultivorans;
13. B. latens; 14. B. arboris; 15. B. stabilis; 16. B. vietnamiensis; 17. B. dolosa; 18. B. anthina; 19. B.
ubonensis; 20. B. stagnalis; 21. B. territorii.

Pruebas bioquimicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Crecimiento en agar
+ + + 4+ vV 4+ VvV + + + + + + + + vV o+ 4+ o+ o+ o+
MacConkey
Crecimiento a 42°C -V - 4+ VvV + VvV + V V V + + VvV - 4+ + VvV V + +
Pigmentacion Yy VvV V Yy V V V - VvV - VvV - -V - - - - - o
Hemolisis - v - - - - - - vV - Vv - - vV - v - - - - -
OF Manitol + + + + 4+ + + 4+ + + VvV + + + + 4+ o+ o+ 4+ o+ o+
OF Lactosa + + + + 4+ + VvV 4+ + + + + + + + + + + + o+ o+
OF Xilosa + + + + 4+ + + + + + + + + W V V + + + + +
Reduccion de Nitrato - vV V - - - Vv 4+ V 4+ V V - V - VvV + Vv Vv - -
Lisina descarboxilasa + + + + 4+ v + v + + + + + vV + + - vV - + +
Ornitina descarboxilasa - -V - V. V. V - - - 4+ - - 4+ o+ - -V - - -
Arginina - T S S S T ST S
Gelatinasa 4+) + v + VvV + VvV - + VvV + - VvV + VvV - - - 4+ + +
B-Galactosidasa + + V + + + + 4+ + + + + + + - 4+ + vV - - %
Hidrolisis de Esculina + vV V + VvV VvV VvV - VvV - -V - - - - - - -

+, >90% de todos los aislados positivos; v, 10-90% positivos; -, <10% de cepas positivas; w, reaccién débil;
y, amarillo. Las caracteristicas fenotipicas de B. puraquae sp. nov. fueron obtenidas en el presente estudio
y los resultados de las otras cepas fueron tomados de De Smet (80).

Numeros de acceso. Los nimeros de acceso del Genbank (Genbank Accession numbers) para
las secuencias genéticas de 16S ARNTr, hisA y recA de Burkholderia puraquae sp. nov. CAMPA
1043 son: KX516808, KX516814, KX516844, respectivamente. Los nimeros de acceso del
Genbank para las secuencias genéticas de 16S ARNTr, hisA y recA de Burkholderia puraquae sp.
nov. CAMPA 1040" (= LMG 29660", DSM 1031377) son: KX278717, KX516813, KX516843,
respectivamente. Los nimeros de acceso del Genbank para las secuencias genéticas de 16S
ARNr, hisA y recA de Burkholderia puraquae sp. nov. CAMPA 707 son: KX516807, KX516812,
KX516842, respectivamente. Los numeros de acceso del Genbank para las secuencias genéticas
de 16S ARNr, hisA y recA de Burkholderia puraquae sp. nov. CAMPA 567 son: KX516806,
KX516811, KX516841, respectivamente.
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Los numeros de acceso del Genbank para las secuencias genéticas de 16S ARNr, hisA y recA de
Burkholderia puraquae sp. nov. CAMPA 566 son: KX516805, KX516810, KX516840
respectivamente. Los niumeros de acceso del Genbank para las secuencias genéticas de 16S
ARNT, hisA y recA de Burkholderia puraquae sp. nov. CAMPA 565 son: KX516804, KX516809,
KX516839, respectivamente. Los nimeros de acceso del Genbank para las secuencias genéticas
de 16S ARNT, hisA y recA de Burkholderia puraquae sp. nov. PBP78 son: KX534057, KX534063,

respectivamente.

4.6.3. Estudio del genoma completo de la cepa tipo

Para lograr un mejor conocimiento de esta nueva especie, se llevd a cabo la secuenciacion del
genoma completo de la cepa tipo de Burkholderia puraquae CAMPA 1040" (=LMG 29660" DSM=
1301377), del cual se obtuvieron un total de 4.073.044 lecturas, las cuales se recortaron y
ensamblaron de novo. Se obtuvieron ochenta y dos cdntigos (céntigo mas largo, 982.812 pb;

Nso, 290.133 pb), con 85x de cobertura.

El tamafio total del ensamblado fue de 8.098.134 pb, con un 66.5% de contenido GC. Los
contigos se subieron al GenBank para la anotacién del genoma, y se encontraron 7.182 genes

codificantes, 60 ARNt, 11 ARNry 75 proteinas ribosdmicas.

Sobre las secuencias del genoma completo, se realizé el analisis de ANIb para estimar los valores
medios entre las regiones gendmicas homdlogas compartidas entre la cepa CAMPA 1040 y la
especie del CBc mas cercana, segun el arbol filogenético del MLSA (Figura 17). Este resultado
reveld que B. puraquae sp. nov. CAMPA 1040" mostraba valores de ANIb de 92,68 % y 92.84 %
contra B. contaminans LMG 23361y B. lata LMG 22485, respectivamente. Como los valores de
ANI de 95 % se consideran un limite para la delineacién de especies (255, 270), estos resultados
y el analisis del MLSA confirmaron que los siete aislamientos representan una nueva especie

del complejo.

Si bien adn no se ha hecho un analisis exhaustivo del genoma se ha podido establecer que esta
especie posee varios sistemas de genes involucrados en su defensa contra condiciones de
estrés. El andlisis de los contigs anotados automaticamente mostrd la presencia de diversos
sistemas que actuan sobre la defensa del estrés bacteriano. Entre ellos, el homdélogo del cluster
de genes designado como locus de bajo oxigeno (Ixa) estaba presente en esta cepa (271). Este
locus es un grupo de 50 genes corregulado significativamente upregulado durante el
crecimiento en bajas concentraciones de oxigeno en la cepa Burkholderia cenocepacia 12315. El
cluster de genes participa en varias funciones celulares, como metabolismo, transporte de

carbohidratos, transferencia de electrones y regulacién de proteinas relacionadas con el estrés
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(271). Adicionalmente, varios sistemas relacionados a la homeostasis del cobre estan presentes
en el genoma como CopSR y CusSR (sistemas reguladores de dos componentes), los cuales estan
involucrados en detectar e inducir la expresidon de determinantes de resistencia de Cu para tratar
el exceso de cobre peripldsmico, y el locus ScsADCB, que contribuye a la tolerancia celular al
cobre (272). Ademas, se encontraron presentes en el genoma varios genes involucrados en la
defensa al estrés osmético a través de la sintesis de glicina betaina a partir de la colina. El andlisis
global mostré varios sistemas de defensa celular contra el estrés bidtico y abiético, que en parte

podria explicar la adaptabilidad de esta especie bacteriana a diversos ambientes.

Numero de acceso. El proyecto del genoma completo de la cepa Burkholderia puraquae CAMPA

1040" ha sido subido a DDBJ/EMBL/GenBank bajo el nimero de acceso NBYX00000000.

En resumen, el andlisis de la secuencia del gen recA, la espectrometria de masas MALDI-TOF, el
MLSA, ANIb de todo el genoma, y algunas pruebas bioquimicas que incluyen la capacidad de
crecer a 42 °C, la hidrdlisis de esculina y las actividades lisina descarboxilasa y B-galactosidasa,
confirmaron que CAMPA 565, CAMPA 566, CAMPA 567, CAMPA 707, CAMPA 10407, CAMPA
1043 y PBP 78 son un grupo distinguible y novedoso de bacterias dentro de los miembros
actuales del CBc. Por lo tanto, proponemos clasificar estos aislamientos con el nombre
Burkholderia puraquae sp. nov., con la cepa CAMPA 1040" (= LMG 29660" = DSM 103137") como

la cepa tipo.

La nueva especie Burkholderia puraquae, al igual que las 22 especies restantes identificadas
como pertenecientes al CBc fueron incluidas en 2018 en el trabajo de actualizacion taxondmica
de Burkholderia publicado en el Manual Bergey (Bergey’s Manual of Systematics of Archaea and
Bacteria, Published by John Wiley & Sons, Inc., in association with Bergey’s Manual Trust 2018)
(70). Estos microorganismos se agruparon en un mismo clado (Figura 5 de la Introduccién

general), y se incluyen en el género Burkholderia sensu stricto.
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5. Conclusion

Si bien quedan aun muchos interrogantes por resolver en relacion a la epidemiologia global del
Complejo Burkholderia cepacia, |la aplicaciéon de las técnicas de PCR, RFLP-Haelll y secuenciacién
de gen recA u otros genes del MLST, sobre la coleccién de aislados que ingresaron desde el afio
2015 y el estudio de aislamientos previamente almacenados en la coleccién CAMPA, permitié
actualizar datos epidemiolégicos demostrando que B. contaminans continla siendo la especie
de mayor incidencia tanto en los primeros aislados como en la infeccidn crénica con un 64% de

persistencia entre los organismos

El andlisis de los perfiles de PCR-recA-RFLP-Haelll de B. contaminans reveld la circulacidn en la
region de dos perfiles, Ky AT que, se vera en el Capitulo 3 corresponden a tres tipos de cepa,
ST872,y ST102 y ST482 respectivamente. Se confirmé una mayor incidencia de los aislamientos

con perfil K, asi como una alta persistencia de éstos a lo largo de la infeccidon crénica.

Pudimos establecer que, a partir del afio 2013, comenzd a tener incidencia los aislamientos con
perfil AT (principalmente ST 102). Si bien algunas de estas infecciones han sido transitorias, este
tipo de cepa también ha logrado persistir en las vias aéreas de los pacientes infectados. En la
mayoria de los pacientes con infeccién crdnica ya sea por el perfil K, como por el perfil AT de B.

contaminans, el tipo de cepa no se modifica durante la infeccién crénica.

Dada la gran incidencia y prevalencia de B. contaminans en la regidén quisimos analizar si estos
organismos al igual que el linaje ET12 de B. cenocepacia, presentaban del gen cblA y el marcador
BCESM (117, 197) que otorgan transmisibilidad y virulencia a dicha especie. Para la especie B.
contaminans los resultados fueron muy curiosos, ninguno de los aislamientos estudiados
presenta el gen cblA, por lo tanto, su alta transmisibilidad y prevalencia deben asociarse con
alguna otra caracteristica ain no estudiada. Todos los aislamientos pertenecientes al perfil K
presentaron el marcador BCESM. Practicamente todos los pacientes infectados con estos
organismos de perfil K (ST 872) cursaron infeccion crdnica por largos periodos (algunos hasta 11
afios de infeccién). Se observd que en los Ultimos aflos no hubo nuevas infecciones por
organismos con perfil K. Los aislados perfil AT (cepas ST 102 principalmente) los fueron

desplazando y a lo largo de 3 afios los desplazaron totalmente.

Llama la atencidn que las nuevas infecciones de los Ultimos afios por organismos B. contaminans
con perfil AT colonizan a los nifios desde muy temprana edad (de 0 a 12 meses), quizds este

hecho se deba a una fuente de contaminacién hospitalaria comuin al momento del nacimiento.
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En este capitulo también se ha descripto una nueva especie perteneciente al Complejo
Burkholderia cepacia denominada Burkholderia puraquae (pur.a.quae. L. adj. purus -a -um pure;
L. n. aqua agua; NL gen. n. puraquae de agua pura]. Son bacterias gramnegativas, aerobias,
bacilos no formadores de esporas. Generalmente las colonias son hiumedas y brillantes. Todos
los aislados caracterizados crecen en el intervalo de 30 a 37 ° C en agar MacConkey y en BCSA,
mientras que no se observa crecimiento a 42 ° C. Todos los aislamientos de color amarillo, y
como se observa comunmente entre las especies del CBc no son hemoliticas. Los aislados
asimilan glucosa, L- arabinosa, D-manosa, D- manitol, N- acetilglucosamina, D- gluconato,
caprato, adipato, L- malato, citrato y fenilacetato, pero no asimilan la maltosa. Se observa
acidificacion de la glucosa, manitol, lactosa y xilosa. La reduccién de nitrato no estd presente.
Las actividades oxidasa, B- galactosidasa, esculina hidrolasa, y lisina descarboxilasa estdn
presentes, pero no ornitina descarboxilasa, arginina dihidrolasa y ureasa. La licuefaccién de la
gelatina depende del aislado (cuatro de siete). Los siguientes acidos grasos estan presentes en
todos los aislamientos: 12: 0, 14: 0, 14: 0 30H, 16: 0, 16: 1 20H, 16: 1®w5c, 16: 1®7c, 17: 0, 18: 0,
18:1 20H, 18: 1®5¢, 18: 1®7c, 18: 2®6,9c¢, 18: 3w6e (6,9,12), y 19: 0 cyclow8c.

El andlisis global del genoma de esta nueva especie mostré varios sistemas de defensa celular
contra el estrés bidtico y abidtico, que en parte podria explicar la adaptabilidad de esta especie

bacteriana a diversos ambientes.

La cepa tipo (LMG 29660" = DSM 130137"), originalmente recuperada como CAMPA 10407, se
aisld a partir de agua de hemodidlisis en la provincia de Cérdoba, Argentina, y es positiva para
la actividad licuefacciéon de gelatina, con todas las propiedades fenotipicas restantes similares a

otros de la especie. El contenido G+C del ADN de la cepa tipo es 66.3 mol%.
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Capitulo 2: Deteccion y evaluacion de

persistores en Burkholderia contaminans

como mecanismo de adaptacion fenotipica en

la infeccidn cronica
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1. Introduccion

1.1. Persistencia

Durante los procesos de infeccidn pulmonar crénica en los pacientes con FQ, las
bacterias deben desarrollar mecanismos de adaptacidn que les permitan persistir en un
nicho sumamente hostil. En las vias aéreas, los patégenos encuentran un entorno
caracterizado por la presencia de mucus, limitacién de nutrientes, presencia de
antimicrobianos, diferentes agentes asociados a la respuesta del hospedador y otros
factores. Como mencionamos en la seccion 3.6 de la Introduccién general para el caso
de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella entérica, Burkholderia
cenocepacia y una gran diversidad de especies microbianas se demostrd que uno de los
mecanismos que les permite permanecer en el hospedador durante la infeccién crénica
es el surgimiento de sub-poblaciones de “persistores” (195, 197, 216, 218, 273). Estas
constituyen variantes fenotipicas sobre la cual la gran mayoria de los antimicrobianos

gue afectan células en crecimiento activo no pueden actuar (214) (Lewis K. 2010).

Los persistores poseen la caracteristica particular que la tolerancia a antimicrobianos no
se debe a mutaciones genéticas que modifican su resistencia, sino que constituyen
variantes fenotipicas durmientes (214). Tras el tratamiento con altas dosis de
antimicrobianos, para los cuales las poblaciones bacterianas son sensibles, la mayoria
de las bacterias son eliminadas, sin embargo, esta pequefia fraccién no es atacada y
permanece “oculta” (Figura 1). Cuando las condiciones del entorno se modifican, el nivel
de los antibiodticos baja, esta sub-poblacidn de bacterias durmientes vuelve a repoblary
da lugar a una nueva poblacién que contendra sélo con una fraccién muy pequefia de
células persistoras (214). El surgimiento de persistores favorece entonces al

establecimiento de la infeccion crénica (214-216).
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Figura 1. El agregado de antimicrobianos al momento cero erradica rapidamente gran
parte de la poblacién sensible (azul). Las células persistores (rojo) mueren mds
lentamente, toleran el tratamiento. Al retirar el antibidtico la poblacién se repone con

la reanimacion de las células persistentes sobrevivientes (Tomado de Harms y col.
(218)).

Los mecanismos que llevan al surgimiento de persistores pueden ser muy variados vy,
para muchas especies no esta aun dilucidados. Uno de los mecanismos que actualmente
se postulan que intervendria en la formacidon de persistores es la activaciéon de los
sistemas del tipo de médulos toxina/antitoxina (TA) (Figura 2). Este consiste en la
existencia de dos genes organizados en un operén, que codifican para una toxina
estable, que interrumpe algun proceso esencial para la célula, y una antitoxina labil que
previene la accién de la toxina (274). Ambos estan involucrados en un amplio rango de
procesos celulares tales como la duplicacién del ADN, la polimerizacién del
citoesqueleto, sintesis de macromoléculas, respuesta a condiciones de estrés, etc.

(Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de persistencia: mddulos toxina/antitoxina. Los mddulos de toxina-
antitoxina constan de dos genes en un operdn: uno que codifica para una toxina estable, el otro
para una antitoxina labil con la cual forma un complejo.

Como se menciond en la seccion 3.6. de la Introduccidn general, estudios realizados
sobre las cepas de B. cenocepacia 12315 provenientes del linaje ET12 que causé uno de
los brotes mas importantes en pacientes con FQ en Canada, UK y diferentes paises de
Europa han identificado dentro de la isla gendmica BcenGl11, en la region gendmica del
marcador de transmisibilidad BCESM, la presencia de un operdn implicado en la
expresion y regulacion de un sistema toxina/antitoxina, posiblemente asociado a la

persistencia (195, 197) (ver Figura 12 Introduccién).

A través de las investigaciones realizadas in vitro por el grupo del Dr. Tom Coenye, con
organismos del CBc se ha observado el surgimiento de persistores tanto en cultivos en
biofilms, como en cultivos planctonicos (219). No obstante, hasta el presente es muy
poco lo que se ha reportado sobre la forma de persistencia de los organismos del CBc
en el hospedador. Si bien algunos investigadores proponen que para algunas especies
del CBc las células pueden encontrarse predominantemente como células plancténicas
o pueden sobrevivir dentro de células epiteliales o leucocitos (191), otros
investigadores, sugieren que en las vias respiratorias de los pacientes con FQ,

organismos del CBc colonizan formando biofilms (105, 193, 195, 196, 275). De hecho,
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estos autores afirman que el biofilm es un factor importante para asegurar la

persistencia de la infeccidn.

Los biofilms han sido reportados como un importante rasgo patogénico en infecciones
cronicas favoreciendo el establecimiento de la infeccion a través de diferentes
mecanismos i) el aumento de la tolerancia a agentes antimicrobianos, debida a
diferentes contribuciones (presencia de la matriz exopolimérica, crecimiento o
metabolismo limitado o restringido por bajas concentraciones de oxigeno y/o
nutrientes, expresién de genes especificos que inhiben la accién de los antimicrobianos),
ii) aumento de la resistencia al sistema de defensa inmune del hospedador, iii) aumento
de la resistencia a antimicrobianos (emergencia de mutantes resistentes) y iv)

proteccién de la subpoblacion de persistores (215).

1.2. Resistencia, tolerancia o persistencia

En esta tematica es fundamental tener precision sobre la significancia y diferencia entre
los términos resistencia, tolerancia y persistencia. En este trabajo estos términos se

emplean de acuerdo a los conceptos reportados por Brauner y colaboradores (276):

Resistencia es la capacidad heredada de los microorganismos de crecer a altas
concentraciones de antibidticos, sin importar la duracién del tratamiento, y es
cuantificada a través de la concentracion inhibitoria minima (CIM) del antibidtico
particular. (Figura 3a). Tipicamente esta causada por mutaciones heredadas y tiene
como efecto disminuir la efectividad de los antibiéticos, es decir que se requiere una
concentraciéon de antibidtico mayor para producir el mismo efecto en una cepa

resistente que en una susceptible.

Tolerancia es un término usado generalmente para describir la capacidad, heredada o
no, de los microorganismos de sobrevivir a exposiciones transcientes de
concentraciones tan altas de antibidtico que en otras circunstancias serian letales, sin
un cambio en la CIM. Las bacterias tolerantes normalmente alcanzan este estado
disminuyendo el metabolismo bacteriano esencial. Por ejemplo, la tolerancia a los
B-lactdmicos puede ocurrir cuando la bacteria crece lentamente (277), lo que esta
asociado a un ensamble de la pared celular mas lento. Como los B-lactamicos requieren

un ensamble activo de la pared celular para matar a la bacteria, menor crecimiento
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resultara en un periodo minimo de tratamiento mas largo para alcanzar el mismo nivel
de muerte, mas alld de la concentracion del antibidtico. Puede ser adquirida a través de
mutaciones genéticas o conferida por condiciones ambientales como condiciones de
estrés: limitacion de nutrientes, baja temperatura o presencia del mismo antibiético
(278). Dado que las bacterias tolerantes pueden tener la misma CIM que las no
tolerantes, la CIM no sirve como parametro para evaluar la tolerancia. El parametro
utilizado mayormente, por lo tanto, es la Duraciéon Minima para Matar (MDK, del inglés
Minimun Duration of Killing), que se define como la tipica duracién de un tratamiento
antibidtico que se requiere para matar una proporcién dada de la poblacién bacteriana,
a concentraciones que exceden por mucho la CIM. Por ejemplo, la MDK que se requiere
para matar el 99% de la poblacién bacteriana (MDKgg), que puede ser obtenida de una

curva de tiempo-muerte (Figura 3b).

La persistencia, a diferencia de la resistencia y la tolerancia que son atributos de una
poblacion entera, es la capacidad de una sub-poblacion dentro de una poblacion de
bacterias clonales de sobrevivir a altas concentraciones de antibidticos (279). Entre dos
subpoblaciones coexistentes, los persistores constituyen la subpoblacién menos
numerosa (0,1 al 10 %) y mueren a una tasa mucho menor que las células susceptibles.
La persistencia se observa comunmente cuando la mayor parte de una poblacidon
bacteriana es eliminada rapidamente mientras una subpoblacion persiste por un
periodo de tiempo mucho mayor, a pesar de que la poblacién sea clonal. La curva de
muerte resultante es bimodal (280), debido a la respuesta heterogénea de las
subpoblaciones persistentes y no persistentes. La lenta tasa de muerte de la
subpoblacidn persistente no es heredable: cuando se aislan las bacterias persistentes,
se cultivan y se vuelven a exponer al mismo tratamiento con antibiético, se observa la
misma respuesta heterogénea que en la poblacion original, con la misma division en

subpoblaciones persistentes y no persistentes (Figura 3c).
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Figura 3. Respuestas caracteristicas a antimicrobianos de resistencia, tolerancia y
persistencia. a) La concentracién inhibitoria minima — CIM - para una cepa resistente a un
antibidtico es sustancialmente mayor a la CIM de una cepa susceptible. Los pocillos coloreados
simbolizan crecimiento bacteriano, mientras que los pocillos en marrén claro representan
concentraciones suficientemente altas como para matar las bacterias. b) La CIM de una cepa
tolerante es similar a la de la cepa resistente; sin embargo, la MDK para una cepa tolerante es
significativamente mayor que para una cepa susceptible. c¢) Una cepa persistora tiene una CIM
similar y una MDKagg similar a las de una cepa susceptible, sin embargo, la MDK para el 99.99%
de la poblacidon bacteriana es sustancialmente mayor que para una cepa susceptible. Las
concentraciones y las escalas de tiempo se eligieron solo a modo ilustrativo (Tomado de
Braunery col. (276)).

Es importante determinar si los persistores sobreviven a la exposicidon de antibiéticos
porque son transitoriamente mas resistentes o transitoriamente mds tolerantes que la
mayoria de la poblacién. Esto diferencia dos clases de persistencia, la persistencia

dependiente de tiempo y la persistencia dependiente de dosis.

La persistencia dependiente del tiempo estd caracterizada por la presencia de una
subpoblacién de bacterias tolerantes, que generalmente tienen o un mayor tiempo de
latencia (tolerancia por latencia) o una menor tasa de crecimiento (tolerancia por
crecimiento lento) que la mayoria de la poblacién. Estas tienen dindmicas muy
diferentes. Todas las caracteristicas descritas anteriormente para la tolerancia de una
poblacidn entera, pueden aplicarse a una subpoblacidn con persistencia dependiente

del tiempo. De hecho, la Unica diferencia entre esta persistencia y la tolerancia es el
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hecho de que solo una parte de la poblacidén bacteriana es la que muestra la lenta tasa

de muerte que se observa.

La subpoblacién con el tiempo de latencia mas largo, no sera detectada en medidas
estandar del tiempo de latencia de un cultivo, ya que ese tiempo lo dominard la
subpoblacién que tenga menor latencia. Sin embargo, la heterogeneidad de latencias en
la poblacién genera una curva de muerte bimodal que se denomina persistencia por
latencia. La persistencia dependiente del tiempo puede medirse extrayendo el MDK
obtenido de una curva de muerte para una poblaciéon bacteriana expuesta a una
concentraciéon de antibidtico muy alta. La medida necesita demarcar un limite para que
la persistencia sea visualizada. EI MDK 99 solo es sensible cuando se aplica a una
poblacidn que tenga mds del 1% de persistores. Para poblaciones con menor porcentaje
se utiliza el MDK 99.99 que es la duracién del tratamiento necesaria para matar el

99.99% de la poblacidn bacteriana.

Aunque la mayoria de las persistencias se relacionan con la que acabamos de describir,
algunas subpoblaciones persistoras tienen en cambio una disminucidn transitoria a su
sensibilidad al antibidtico. Por ejemplo, esto puede ocurrir cuando un factor de
resistencia, como una bomba de eflujo es sobreexpresada transitoriamente en una
subpoblacién de células bacterianas. Esta sobreexpresion causa una reduccion en la
concentracién efectiva intracelular del antibiético y por lo tanto disminuye la
sensibilidad ante el mismo, requiriendo una mayor concentracién para generar el mismo
nivel de muerte. Cuando la poblacidon bacteriana se expone a una concentracion de
antibiotico tan alta como para alcanzar la saturacidn para la mayoria de las células, pero
no para las persistoras, definimos esta subpoblacién como persistores dependientes de
dosis. La diferencia clave entre la resistencia y esta persistencia es que la ultima es
transitoria, y no heredable. La caracteristica que define a este tipo de persistencia es
gue una concentracion mas alta de antibidtico disminuye mas efectivamente la
supervivencia que una mayor duracidn del tratamiento, como se requiere en la
persistencia dependiente del tiempo. Ademas, como con la Resistencia, la persistencia
dependiente de dosis suele aumentar la supervivencia a un tipo especifico de

antibidtico, y es independiente cominmente de la tasa de crecimiento, a diferencia de
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la persistencia dependiente del tiempo que provee una proteccion mas general a varios

antibiodticos.

En este sentido, los persistores tienen una caracteristica clave que los distingue de las
células resistentes: no muestran un cambio en su CIM luego de un tratamiento con altas
dosis de antibidtico (276). Este rasgo caracteristico hace que la estrategia mas directa
para detectarlos y saber que se estd en presencia de una poblacion persistora sea la

medida de la CIM antes y después de un tratamiento con antibidticos.
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2. Objetivos

Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos previamente, los resultados previos obtenidos
en el Capitulo 1 en relacién a los altos porcentajes de pacientes en los que la infeccidén por B.
contaminans termina en un proceso infeccioso crénico, y el hecho que los aislamientos
provenientes de pacientes con FQ con infeccién crénica presentan el marcador de
transmisibilidad BCESM, se decidié avanzar en la hipétesis que el surgimiento de persistores
podria ser un mecanismo de persistencia en esta especie. De modo que decidimos estudiar la
presenciay el posible rol de genes homdlogos al operén BCAMO0257-8-9 de B. cenocepacia en B.

contaminans en el establecimiento de la infeccidn crénica.

El objetivo general de esta seccidn fue estudiar si la adaptacidn fenotipica por el surgimiento de
persistores puede ser un posible mecanismo de persistencia de B. contaminans en la infeccién
cronica. Se buscd establecer el nivel de persistores de diferentes aislamientos clinicos, y estudiar
si existe relacién entre el surgimiento de sub-poblaciones de persistores en B. contaminans
creciendo en forma de biofilm, y la presencia y expresion de los genes homodlogos al operdn
BCAMO0257-8-9 (implicados en la persistencia de B. cenocepacia). En particular, nos propusimos
estudiar si la presencia de este mddulo T/A contribuye al establecimiento de la infeccidon crénica
y como eventualmente participa en el surgimiento de células persistoras. Asimismo, nos
propusimos analizar si con el desarrollo de la infeccién crénica los aislados clonales de B.

contaminans de un mismo paciente evolucionaban hacia fenotipos de mayor persistencia.

Los objetivos especificos fueron:

[y

. Analizar comparativamente el nivel de persistores en biofilm formados por aislamientos
recuperados de infecciones transitorias y crénicas de pacientes con FQ, empleando altas

concentraciones de antibidticos usados en la clinica: ciprofloxacina y meropenem.

2. Comparar longitudinalmente el nivel de persistores alcanzado para aislamientos

recuperados a lo largo de la infeccidn crénica en diferentes pacientes.

3. Establecer si el surgimiento de persistores en B. contaminans esta asociado a la

presencia de los genes homoélogos al operén BCAM0257-8-9.

4. Determinar si genes homologos al operén BCAMO0257-8-9 se expresan en B.

contaminans.
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3. Materiales y métodos

3.1. Microorganismos

Para el estudio del nivel o porcentaje de persistores en aislados de B. contaminans (objetivo
especifico 1), llevado a cabo en la primera etapa de esta seccidn, se utilizaron 25 aislamientos
de B. contaminans recuperados de pacientes con FQ, los cuales en algunos casos fueron
obtenidos de infecciones crdnicas y otros de primeras infecciones o infecciones transitorias al
momento de realizar este estudio (Tabla 1). También se adicionaron a este estudio las cepas de
referencia B. contaminans LMG 23361, y B. cenocepacia J2315. En la Tabla 1 se detallan los
aislamientos utilizados, sefialando la fecha y lugar de origen, asi como el patrén de la PCR-recA-
Haelll-RFLP correspondiente a cada aislamiento. En cuanto al perfil recA-RFLP, los aislamientos
gue fueron sometidos a la secuenciacion de los genes del MLST como se detalla en el Capitulo
1, mostraron que el perfil K corresponde al ST 872 y el perfil AT corresponde tanto al ST 102
como al ST 482. Se detalla, ademas, el tipo de infeccidon que cursaba cada paciente al momento
del aislamiento (crdnica o transitoria). Se considera que un paciente se encuentra cursando una
infeccidn crdénica cuando se obtienen tres cultivos positivos de B. contaminans dentro de un
periodo de 6 meses (245). Se indica con asterisco los pacientes que al momento de realizado el

estudio cursaban infeccién transitoria, pero luego se confirmé como infecciéon crénica.

Para cumplir con el objetivo especifico 1 debimos ensayar la capacidad de formacion de biofilm
de los aislados clinicos para lo cual se tomaron al azar 9 aislamientos de los 25 indicados en la

Tablal.

Para la segunda etapa de este estudio, el objetivo especifico 2, en la cual se analizé la presencia
de persistores a lo largo de la infeccidn crdnica, se seleccionaron de los pacientes incluidos en |a
Tabla 1, los aislamientos correspondientes a los pacientes P14 y P19 con infeccién pulmonar
cronica por B. contaminans: P14 colonizado durante 11 afos (2005 a 2016) y P19 colonizado por
3 afios (2013 a 2016). De ambos pacientes se seleccionaron para el estudio de persistores 3 de
9 aislamientos recuperados a lo largo de la infeccion crénica que tuvieran el mismo patrén o
subtipo de RAPD: P14 se tomaron el primer aislado registrado en 2005, un aislado de 2011 y uno
de 2016. Del P19 se tomaron el primer aislado del 2013, un aislado de 2014 y uno de 2016.
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Tabla 1. Aislamientos utilizados en la determinacion del nivel de persistores.

. . . PCR-recA Marcador . Tipo de
Paciente | Aislamiento Haelll- RELP BCESM Fecha Procedencia infeccién
P1 CAMPA 185 K + 27/8/2005 La Plata Transitoria
P2 CAMPA 188 K + 3/10/2009 La Plata Crodnica
P3 CAMPA 232 K + 7/10/2003 Cérdoba Crodnica
P4 CAMPA 234 K + 1/2/2004 La Plata Cronica
P5 CAMPA 237 K + 2004 La Plata Cronica
P6 CAMPA 243 K + 2004 La Plata Cronica
P7 | CAMPA 246 K 4 2004 laPlata | '\ hay datos
del paciente
P8 CAMPA 250 K + 2004 La Plata Cronica
P9 CAMPA 267 K + 2004 Cérdoba Cronica
P10 CAMPA 272 K + 2004 Cérdoba Cronica
P11 CAMPA 274 K + 9/11/2004 Cérdoba Cronica
P12 CAMPA 276 K + 30/11/2004 Cérdoba Cronica
P13 CAMPA 284 K + 2004 La Plata Transitoria
P14 CAMPA 315 K + 21/1/2005 Cérdoba Cronica
P15 CAMPA 358 K + 7/12/2006 La Plata Transitoria
P16 CAMPA 359 K + 8/12/2006 La Plata Transitoria
P17 CAMPA 514 K + 11/9/2008 La Plata Cronica
P18 | CAMPA 681 K +  [13/10/2010| Laplata | NP3y datos
del paciente
P19 CAMPA K + 29/7/2013 La Plata Cronica
1197
; LMG23361 AT ; 2000 Espaiia Cepa
ambiental
P20 CAMPA 285 AT - 7/10/2004 Cérdoba Transitoria
P21 CAMPA 499 AT - 20/6/2008 La Plata Transitoria
P22 CAMPA 534 AT - 7/5/2009 La Plata Transitoria
P23 Cﬂ\g;A AT - 23/4/2013 La Plata Transitoria
*p24 Ci‘el\ng AT - 1/12/2015 La Plata Transitoria
*p25 C?xZA AT - 20/10/2016 La Plata Transitoria

*Se establecieron de manera crénica luego de esta experiencia.

3.2. Antibiéticos

Se utilizaron ciprofloxacina y meropenem (Sigma Chemical Co.), dos antibiéticos de amplio uso

en el tratamiento de infecciones a nivel hospitalario para organismos del CBc en pacientes con

FQ.
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La ciprofloxacina es un agente antimicrobiano de la clase de las fluoroquinolonas. Es activo
frente a un amplio espectro de organismos Gram-negativos aerobios, incluyendo patdgenos
entéricos, Pseudomonas spp. y bacterias pertenecientes al CBc. Los efectos antibacterianos de
la ciprofloxacina se deben a lainhibicion de la topoisomerasa IV y la DNA-girasa bacteriana. Estas
topoisomerasas alteran el ADN introduciendo pliegues super helicoidales en el ADN de doble
cadena, facilitando el desenrollado de las cadenas. La DNA-girasa tiene dos subunidades
codificadas por el gen gyrA, y actuan hidrolizando las cadenas del cromosoma bacteriano y luego
ligdndolas una vez que se ha formado la superhélice. Las quinolonas inhiben estas subunidades
impidiendo la replicacion y la transcripcion del ADN bacteriano. Las células humanas y de los
mamiferos contienen una topoisomerasa que actia de una forma parecida a la ADN-girasa
bacteriana, pero esta enzima no es afectada por las concentraciones bactericidas de la

ciprofloxacina.

El meropenem es un antibiético semisintético de la familia de los carbapenems. Inhibe la
formacidn de la pared celular, facilitando la lisis de la bacteria, siendo su efecto bactericida. La
interferencia del meropenem con la sintesis de la pared celular tiene lugar en la fases terceray
ultima de la misma, al unirse de forma preferencial a determinadas proteinas bacterianas,
denominadas "proteinas ligandos especificos de las penicilinas" (PBPs, Penicillin-Binding-

Proteins) que son fundamentales para la integridad de la pared celular.

3.3. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

Se determind la CIM para ciprofloxacina y meropenem mediante el método de microdilucidn en
placa de poliestireno de 96 pocillos (Kartell, Italia) siguiendo los lineamientos del Clinical and

Laboratory Standards Institute (128).

El antibidtico se prepard, para cada uno, en una solucién madre de 1024 ug/mL empleando

medio de cultivo LB estéril como disolvente.

A partir del cultivo stock del aislamiento se prepard un cultivo en placa empleando el medio
Miller-Hinton. Partiendo de colonias aisladas se obtuvieron cultivos liquidos de 12 horas (ON) a
37 °C en agitaciéon empleando medio LB. Estos cultivos fueron luego cosechados y llevados a
DO0s25=0.1 (equivalente a un valor de 0.5 de la escala Mc Farland, y 102 células/mL para los
cultivos de Burkholderia). A partir de dicha suspensién se realizé una dilucién 1:100 que fue

empleada como inéculo en las placas multipocillo.

Para llevar a cabo el ensayo, se procedié segun lo indicado por el CSLI, como se indica en el
esquema de la Figura 4. Para la determinacion de la CIM se midié la DO a 625 nm en un lector

de placas Benchmark Plus Microplate Spectrophotometer System (BIO-RAD, USA). El valor de la
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CIM se determind como la concentracién de antibidtico a partir de la cual no se detecta
crecimiento. Para esa concentracidn de antibidtico la DO debe coincidir con la obtenida para el

control negativo (pocillo 12).

1} 50 Ul de LB a todos s pocillos menos en el 2do

lnpooooon)

2) En ef 2do poner 100 ul antibidtico 128 ug/ml
3) Pasar 50 ul del pocillo 2 al 3, 50 uf del 3 al 4, 50 ul del 4 al 5y asi sucesivamente . Se construyen
las diluciones seriadas del antibictico

4) Poner en cada pocilio 30 ul de inoculo. Dejar el dltimo pocillo libre para control medio sin crecimiento

U—I I_] [—l H H I_] rl rl !\ .. Control con medio de

~ cuitive SIN bacterias

,,;f‘:h ' | ‘ 8ug/mL
Controt de Rto. inicial | |16 ug/mL
(aprox. 510% células / 100 ul) | »~  Diluciones seriadas del antibidtico
i 132 ug/mL
&4 ug/mL
128 ug/mL

5} Incubar por 24 horas en camara himeda (para evitar evaporaciones) a 37 °C

6} Determinar lz presencia de crecimiento por lectura de DO 625

Figura 4. Protocolo de medicién de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM). Los valores del
antibiotico estan ejemplificados para el caso de ciprofloxacina.

3.4. Evaluacion de la capacidad de formacion de biofilm

Para evaluar la capacidad de formacién de biofilm de los aislamientos y las caracteristicas de los
mismos, se emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos (Kartell, Italia) y la técnica de cristal
violeta descripta por O'Toole y colaboradores (281). Los aislados clinicos crecidos en placas de
agar LB segun, se repicaron a medio liquido y se dejaron crecer durante toda la noche. Se ajusté
la DO para cada cultivo con medio LB o AB segun se indique, DOg25nm=0,1 y DOs25nm=0,05
respectivamente (Figura 5). Cada uno de los pocillos se inoculé con 200 uL de la suspension del

cultivo deseado.

El medio AB indicado arriba, es un medio minimo que consta de dos soluciones: la solucién A
contiene 2,0 g (NH4),S04, 6,0 g Na;HPO,, 3,0 g KH,PO4, 3,0 g NaCl y 0,011 g Na,S0O, disuelto en
200 mL de agua. La solucién B contiene 0,2 g MgCl,, 0,010 g CaCl, y 0,0005 g FeCls.7H,0 disueltos
en 800mL de agua. Las soluciones se mezclaron luego de ser esterilizadas en autoclave por
separado, vertiendo la solucidn A en la B. Las soluciones debieron estar frias para no generar

precipitados (282).

Las placas inoculadas fueron incubadas de forma estatica para favorecer la adhesién de las

bacterias por 4 horas a 37 °C, luego se removieron las células no adheridas, se hizo un lavado
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con PBS, se adicionaron 200 pL de medio LB a cada pocilloy las placas se incubaron en agitacion
y ambiente himedo por 20 horas adicionales. Luego continuamos segun el protocolo de O’Toole

(281).

Estos ensayos se realizaron con 9 aislamientos clinicos tomados al azar del pool de 25
aislamientos (Tabla 1), y con la cepa de referencia B. contaminans LMG 233617, en las placas
multi-pocillo. En todos los casos se empled Pseudomonas aeruginosa como control positivo de

formacidn de biofilm.

Llevar a
Bo
esténdar

200
il fwel]

—

Cepa en estudia ==

Control positivo

Camara Himeda

‘ 4hs sin agitacién

Con agitacion 20hs

Control negativo ! l

2 lavados con PBS estéril
para descartar céfulas
planctonicas

00000000
00000000
00000000
Q0000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000

—

Quitar el Cristal
Violeta con 2
lavadeos con PBS

&=

Fijar 30min e estufa a
60°C

125 ul Cristal Violeta
0,1%p/v por 10min

Decolerar con
80% etanol/20% acetona

Figura 5. Evaluacion de la capacidad de formacidn de biofilm. La determinacion se realizé en 24 pocillos
para cada aislamiento ensayado.

3.5. Deteccion y evaluacion de persistores de Burkholderia contaminans.

3.5.1. Determinacion del porcentaje de persistores en biofilms obtenidos en placa

multipocillo.

Se analizaron aislamientos recuperados en las primeras etapas de la infeccion crénica de
pacientes con FQ y aislamientos obtenidos de pacientes a los cuales se les detecté B.
contaminans en forma transitoria al momento de realizado el estudio. Sobre estos aislamientos
se determind el porcentaje de células persistoras, empleando el protocolo descripto por Coenye
y colaboradores adaptado (283). Se emplearon valores de 4, 32 y 128 veces la CIM para ambos
antimicrobianos testeados, sobre biofims de 24 horas producidos en placas de 96 pocillos de
fondo plano (NUNC, EE.UU.). Para todos los casos se dejé una fila como CONTROL de la

formacién de biofilm sin tratamiento con el respectivo antibiético.
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Como se ilustra en la Figura 6, las suspensiones bacterianas de cada uno de los aislamientos
fueron preparadas en medio AB, a partir de cultivos liquidos de 12 horas, a una DOg,5=0,05. Las
placas multipocillo fueron inoculadas con 200 pL de la suspensién bacteriana y se incubaron en
camara humeda durante 4 horas a 37 °C sin agitacion para permitir la adhesién de las células a
las placas. Se utilizaron 12 pocillos para cada condicién y cada antibidtico, 6 para la
determinacién del porcentaje de persistores y 6 para la determinacién de la CIM (Figura 7).
Luego de esta etapa de adhesidn, se removieron las células plancténicas, se hizo un lavado con
PBS y se adicionaron 200 plL de medio AB a cada pocillo. Las placas se cubrieron con cinta de
sellado y fueron incubadas durante 20 horas adicionales a 37 °C con agitacion moderada (100
rpm) para propiciar la formacidn del biofilm. A continuacidn, se centrifugaron las placas
suavemente con el objetivo de llevar al seno del pocillo las gotas depositadas en la cinta y evitar
contaminaciones cruzadas, se removid el sobrenadante con las células plancténicas de cada
pocillo y se lavé dos veces con PBS. Seguidamente se afadieron a cada pocillo 200 plL de la
concentracién del antibidtico correspondiente y en el caso de los pocillos control se afiadié 200
uL de medio AB, se cubrieron las placas con cinta selladora y se dejaron nuevamente en cdmara

huimeda por 24 horas a 37 °Cy en agitacion.

Transcurridas las 24 horas de la accidon del antimicrobiano sobre el biofilm, cada placa se
centrifugd brevemente, se retird el sobrenadante y se lavé cada pocillo dos veces con PBS. Para
remover el biofilm, se afiadieron 100 pL de PBS a todos los pocillos y se cubrié nuevamente la
placa con cinta selladora. La placa cerrada se vortexed durante 5 minutos y se sonicd durante 5
minutos adicionales en bafo de agua para favorecer el despegado del biofilm de la superficie y
paredes del pocillo. Luego, la placa se centrifugd brevemente, se retird la cinta y se transfirio el
sobrenadante, conteniendo las células persistoras a un tubo Falcon estéril. Seguidamente se
realizan dos lavados con 100 uL de PBS en cada pocillo. El contenido total de los pocillos de cada
condicidn ensayada fue recuperado y se le realizaron diluciones seriadas con PBS para luego
llevar a cabo recuento en placa (Figura 8). Se determind el nimero de Unidades formadoras de

colonias (UFC) en cada una de las placas (Figura 9).

El porcentaje de persistores se calculé tomando el cultivo de los pocillos “CONTROL” como
referencia (100 % de células) y relaciondndolos con los valores obtenidos para 4, 32 y 128 veces
la CIM de la siguiente forma:

Recuento X CIM x 100
Recuento CONTROL

% Persistores =

El ensayo fue repetido 3 veces de forma independiente para cada aislamiento.
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Llevar a ¢ 200
DO—O 01 U'/WE” Camara humeda
“ 4 hs sin agitacién
20 horas con agitacién
Cultivo ON

/

camara himeda Ii»\gregar 200 pl de — Lavar 2 veces
con agitacion 24 hs _ | antibidtico en LB con PBS estéril

l Contenido total

Lavar 2 veces A .
“ gregar 100 pl ~ Vértex + ~
con PBS estéril P
|

de PBS sonicacion

j

Repito procedimiento

Figura 6. Esquema del procedimiento de obtencion del porcentaje de persistores.

CALCULO % DE PERSISTORES CALCULO CIM
| i

4xCl

32xCl
128xCINV
CONTRO

- —

4xCl
32xCl
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CEPAZ — S
128xCIM |

CONTROL|

Figura 7. Determinacion del porcentaje de persistores a 4,32 y 128 veces la CIM. Se ensayaron 12 pocillos
para cada condicidon y cada antibiético, 6 para la determinacion del porcentaje de persistores y 6 para la
determinacion de la CIM.

RECUENTO

320

BrCivl

.'ﬁ CONTROL
. s

Figura 8. Recuperacion del contenido total de los pocillos para cada condicién ensayada.

121



Capitulo 2

ﬁ CNONONONYNONCONONONCNC DY

-

4xCIM ﬁ = ?‘ ﬁ = f == T = ﬁ ﬁ
v - ¥y 8§ 8§ 8§ 8§ 8 § § §
A v 'L | J I’ y ‘ v v v
-1 2 2 A 5 -6 -7 -8 % -0 -1
s00p ' Y
PBS © ooy

24hs a 37°C ,

Figura 9. Diluciones seriadas para el recuento de persistores.
3.5.2. Determinacidn de la CIM en persistores

A fin de confirmar que las células que sobrevivieron al tratamiento eran persistores y no
microorganismos resistentes al antibidtico, se determiné la CIM de las células que quedaron
remanentes luego del tratamiento indicado. Para ello la biomasa adherida a los restantes 6
pocillos, luego del tratamiento indicado en la seccidn anterior, fue recuperada e inoculada en 2
mL de medio Miiller-Hinton. Los cultivos fueron incubados ON en medio liquido y se procedié a

determinar la CIM, de forma andloga a la descripta en la seccidn 3.3.

3.5.3. Curvas de persistencia

Se seleccionaron 4 aislamientos, dos representativos de la poblacién de aislamientos
recuperados que muestras valores de persistores mayores a las medias (perfil recA-RFLP K) y dos
aislamientos que muestran valores de persistores (perfil recA-RFLP AT) menores a las medias y
se les realizd el ensayo de persistencia descripto en la seccidon anterior, pero empleando
concentraciones crecientes de antimicrobianos, barriendo desde 2 a 128 veces la CIM (2, 4, 8,

16, 32, 64y 128 veces la CIM).

3.5.4. Cuantificacion de persistores en aislamientos recuperados a lo largo de la

infeccidn crénica

Como se indicd en la seccién 3.1, se seleccionaron dos pacientes con infeccion pulmonar
cronicas P14 y P19 con 11 y 3 afios de cronicidad de la infeccidon pulmonar por B. contaminas
respectivamente. Se analizé el perfil RAPD de cada uno de los aislados recuperados a lo largo de
la infeccidn crénica (9 para el paciente P14 y 9 para el paciente P19). Se seleccionaron por lo

menos 3 aislamientos que tuvieran los mismos patrones de RAPD (implicando presunta
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clonalidad entre los aislamientos a analizar). Se determiné el porcentaje de persistores como se
describid en la seccidn 3.5.1. y se analizé si el surgimiento de persistores estd asociado a la

cronicidad y si se modifica a lo largo de los afios.

3.5.4.1. RAPD: Técnica de tipificacion por PCR-ADN-fingerprinting

Los elementos repetitivos que se utilizan en las técnicas de tipificacién por PCR, se encuentran
repartidos en todo el genoma bacteriano y pueden estar presentes en ambas orientaciones. En
el caso de esta seccidn se llevé a cabo la técnica RAPD (Random amplified polymorphic DNA

patterns).

Se realizé el ensayo de fingerprinting sobre 18 aislamientos recuperados longitudinalmente a lo
largo de la infeccion crénica de los dos pacientes seleccionados (P14 y P19). EI ADN se extrajo
como se describid en la seccion 3.3.1 del Capitulo 1, utilizando los cebadores TGCGCGCGGG y
AGCGGGCCAA (284). Sobre 3 uL de DNA molde (5-20 ng/uL) se adicionaron 0,4 puL de cada
cebador (100 mM), 2,5 pL de Buffer PCR 10X (Kapa Byosistem), 1,4 puL de BSA (10 mg/mL), 3,125
uL de dNTPs (2 mM), 0,15 pL de la enzima Taq polimerasa (Kapa Byosistem 5 U/uL) y 14,375 plL
de agua destilada, para obtener un volumen final de 20 L. Las condiciones de reaccién fueron
las siguientes: desnaturalizacién inicial a 94 °C por un minuto; 30 ciclos de desnaturalizacién a
94 °C por 45 segundos; annealing de los cebadores a un gradiente de temperatura entre 52y 64
°C por 45 segundos y extensidn a 72 °C por 13 segundos. La amplificacidn se llevd a cabo en un
termociclador My Cycler Thermal Cycler (BIO-RAD, USA) y los perfiles de fragmentos de
restriccion obtenidos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2 % suplementado

con bromuro de etidio (5mg/mL).

Los aislamientos recuperados de los pacientes a lo largo de la infeccién crénica que mantuvieron

un mismo patron de bandas se consideraron presuntamente clones.

3.5.5. Tratamiento estadistico de los datos de persistencia

Los valores de porcentaje de persistencia fueron analizados estadisticamente usando el
programa InfoStat version 2019. Se definieron dos variables, una cualitativa (presencia o

ausencia del marcador BCESM) y otra cuantitativa (porcentaje o nivel de persistores).

Se analizd la homocedasticidad (test de Levene) y la normalidad de las variables usando dos
tipos de test distintos segln el nimero de datos para cada variable (Kolmogorov-Smirnov o
Shapiro-Wilk). La distribucion no normal de los datos se analizé utilizando el test de Mann-

Whitney. P-valores < 0,05 se consideran significativos.
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3.6. Determinacién de la presencia y expresion del operén BCAM0257-8-9

A partir de las secuencias de los genomas B. contaminans depositados en el GenBank, se
analizaron mediante la herramienta de alineamiento global del programa Clone Manager,
secuencias al operén BCAMO0257-8-9, localizado en la regién del BCESM de la isla gendmica

BcenGl11, descripto por el grupo de Coenye en el afio 2014 (197).

A continuacién, se compararon las secuencias obtenidas con las secuencias homodlogas de la
cepa epidémica B. cenocepacia 12315 empleando la herramienta de busqueda de alineamientos
locales de secuencia nucleotidica (nucleotide basic local alignment tool, BLAST,

www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.6.1. Diseino de cebadores y amplificacidon del oper6n BCAM0257-8-9

El disefio de los cebadores a utilizar en ensayos de PCR se llevd a cabo utilizando el programa
Clone Manager, en la cual se ingresé la secuencia que abarcaba los 3 genes del operdn
BCAMO0257-8-9. Para el disefio de los cebadores se especificaron los siguientes criterios i) que
los cebadores tuvieran 20 nucledtidos de longitud, ii) un porcentaje de GC entre 50 %y 60 %, y
iii) una temperatura de melting: entre 55 °Cy 80 °C. Luego se utilizé la herramienta de busqueda

de secuencias BLAST para corroborar que dichos cebadores fueran especificos.

Para la reaccion de amplificaciéon del operén se utilizaron los cebadores disefiados bajo las
mismas condiciones de reaccidn descriptas para el marcador BCESM (Seccién 3.3.8. del Capitulo
1). El producto de PCR se resolvié por electroforesis en gel de agarosa al 1 % suplementado con

Bromuro de Etidio (5 mg/mL).

3.6.2. Secuenciacion de los productos de PCR.

Los productos de PCR del operon BCAMO0257-8-9 obtenidos utilizando los cebadores disefiados
anteriormente se purificaron utilizando el kit de purificacion de PCR QUIAquick (Quiagen Inc., CA, EE.UU.).
La secuenciacion se llevd a cabo en Macrogen Inc. (Seul, Corea) utilizando el kit de reaccién listo para
secuenciar BigDye Terminator Cycle (Applied Biosystems). El ensamblaje de las secuencias se realizd
utilizando el software Vector NTI advance 10.1. Las secuencias se analizaron y compararon con las

secuencias de los genes correspondientes utilizando BLAST.

3.6.3. Obtencion de ADNc del operén BCAMO0257-8-9

3.6.3.1. Diseino de cebadores para PCR de transcripcion inversa

Para llevar a cabo el disefio de los cebadores a utilizar en ensayos de PCR de trascripcion inversa

(RT-PCR) se utilizé la plataforma virtual Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/), en la cual se
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ingresaron las secuencias de los distintos genes y se especificaron diversos criterios para el
disefio, como por ejemplo que el tamafio del amplicén estuviera dentro del rango de 100-150
pb, que los cebadores tuvieran entre 15 y 20 nucleétidos de longitud, un porcentaje de GC de
aproximadamente 50 %. Una vez obtenida una lista de los juegos de cebadores para cada gen,
se procedid a elegir los mas adecuados teniendo en cuenta ciertas consideraciones: que no
generasen dimeros de cebadores, en particular en el extremo 3’, que no generasen estructuras
secundarias tipo hairpin (horquilla) y que tuvieran temperaturas de fusion lo mas parecidas
posible. Las secuencias seleccionadas fueron doblemente chequeadas utilizando el software

NetPrimer.

3.6.3.2. Purificacion de ADN

Se tomaron 1,5 mL de un cultivo de 12 hs de bacterias y se centrifugd durante 15 minutos a
13.000 rpm. Luego de haber descartado el medio, se suspendié el pellet en 200 uL de buffer de
lisis y 66 puL de NaCl 5 M. Luego se centrifugd a 13.000 rpm por 10 minutos, se transfirié el
sobrenadante a un nuevo microtubo y se le agregé 1 volumen de cloroformo (este paso se
realizé 2 veces). Se mezclé invirtiendo el microtubo suavemente hasta notar la aparicion de una
solucion blancuzca. Se centrifugd nuevamente a 13.000 rpm por 3 minutos y se paso el
sobrenadante a un nuevo microtubo. Se agregaron 2 volumenes de etanol absoluto frio y se
incubd 15 min a -20 °C. Luego, se centrifugd 5 min a 13.000 rpm, se descartd el sobrenadante y
se agrego 500 plL de etanol al 70 % para lavar el ADN. Se centrifugd nuevamente 5 minutos a
13.000 rpm, se descartd el sobrenadante y se dejé secar el pellet. Por ultimo, se suspendié en

30 uL de agua destilada (Figura 10).

Se determiné la concentracién de ADN extraida utilizando un equipo NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific, USA).
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Figura 10. Esquema ilustrativo del protocolo de extraccion/purificacion de ADN con solvente organico.

3.6.3.3. Control de cebadores por PCR en gradiente de temperatura

Para optimizar la RT-PCR y controlar que los cebadores fueran especificos para los genes para
los cuales fueron disefiados se realizé una PCR en gradiente de temperatura. Para esto, sobre 5
uL de ADN molde (5-20 ng/pL) se adicionaron 2,0 pL de cada cebador (10 pmol/uL), 4,0 pL de
Buffer PCR 5X (Kapa Byosistem), 0,5 uL de dNTPs MIX (Kapa Byosistem, 10 mM), 0,25 uL de la
enzima Taq polimerasa (Kapa Byosistem 5 U/uL) y 11,25 pL de agua destilada, para obtener un
volumen final de 25 pL (285). Las condiciones de reaccion fueron las siguientes:
desnaturalizacidn inicial a 94 °C por un minuto; 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 45
segundos; annealing de los cebadores a un gradiente de temperatura entre 52 y 64 °C por 45
segundos y extensidon a 72 °C por 13 segundos. Los productos de PCR se resolvieron por

electroforesis en gel de agarosa al 1 % suplementados con Bromuro de Etidio (5 mg/mL).

3.6.3.4. Extraccion de ARN de fase estacionaria de cultivos plancténicos

Los ensayos de RT-PCR se realizaron en fase estacionaria de cultivos plancténicos siguiendo los
pasos que se pueden observar en la Figura 11. Para este propdsito se sembraron colonias
aisladas en medio AB suplementado con casaminodcidos y se dejaron crecer los cultivos en
agitacion a 37 °C. Luego, los cultivos fueron subcultivados en frascos Erlenmeyer a una DOeoo
inicial de 0,2. Se cosecharon muestras para aislar ARN una vez que los cultivos alcanzaron la fase
estacionaria (15 - 20 hs aproximadamente de cultivo). Para la cosecha, se midid la DOgno y se
tomé un volumen tal de obtener 1 mL de DOggoigual a 1 (limite impuesto por el kit de extraccion

de ARN que luego se utilizd). Este volumen se centrifugd a 13.000 rpm y a 4 °C durante 5 minutos,
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se descarté el sobrenadante y se suspendid directamente en buffer de lisis para proceder
directamente la extraccion de ARN. Todos estos Ultimos pasos se realizaron en frio, para

aumentar la estabilidad del ARN.

Cultivo ON la

/ "‘"X - ‘ :F {

cepa elegida en - .

medio AB + w . - ﬁ * W Q { \

casaminodcidos : ‘ \ }

en agitacion a T—— Llevara 30 ml de Medir DO 600 nm R
- Medir DO 600 nm DOsO0NM=0,2 " yllevara 1mide 13000 rpm pors

Y cultivar 15ha DO600NmM=1 minutosa4° C
37° Cen agitacion

Descartar SNy
resuspender
pellet en buffer

4k delisis de
¢ extraccion de ARN

Figura 11. Esquema ilustrativo de la cosecha de células planctdnicas.

3.6.3.5. Preparacion de muestras de ARN

El ARN fue purificado utilizando el kit comercial Qiagen RNeasy (Qiagen), siguiendo las
indicaciones del proveedor. La integridad del ARN fue corroborada en gel de agarosa al 1 %. La
concentracién de ARN extraido fue determinada en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA)

(Figura 12).
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Figura 12. Esquema de la extraccion de ARN con kit comercial Qiagen.
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3.6.3.6. Preparacion de ADN complementario (ADNCc)

El ARN purificado de los cultivos plancténicos fue tratado con la enzima DNasal (Promega,
Madison, USA) por 45 minutos a 37 °C para remover el ADN contaminante y luego se sintetizo
el ADNc (ADN complementario) utilizando random hexamers (Promega, Madison, USA) como
cebadores y la enzima retrotranscriptasa reversa M-MLV (Life Technology, Invitrogen). Para
controlar la eficacia del tratamiento de remociéon de ADN contaminante, asi como también de
la obtencién de ADNc se realizaron reacciones de PCR control utilizando cebadores especificos
para genes expresados por B. contaminans y B. cenocepacia J2315 como control positivo. El

ADNc fue almacenado a -20 °C hasta su uso.
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4. Resultados y discusion

4.1. Determinacidn de la CIM de aislados clinicos de pacientes con infeccidn crénicay

transitoria

Las CIM de los 25 aislados clinicos estudiados para los antibidticos ciprofloxacina y meropenem
se muestran en la Tabla 2. Trece de ellos fueron los primeros aislados de pacientes que luego
transitaron una infeccion crénica de hasta 11 afios (y que en algunos casos aun hoy contintan
infectados), 10 corresponden a aislados B. contaminans transitorios, es decir que fueron
recuperados una sola vez del paciente con FQ y los otros 2 son aislamientos recuperados de
pacientes con FQ de los cuales no se tiene informacion. También se muestran las CIM de la cepa
de referencia LMG 23361, la cual se la considera un aislado ambiental. Se puede observar en la
Tabla 2 que, en la mayoria de las cepas, la CIM fue de 2 pg/mL (62 %) ante ciprofloxacina y de

16 pg/mL (62 %) ante meropenem.

Es importante resaltar que estos valores de CIM para cada aislamiento fueron determinados
antes de comenzar cada uno de los experimentos del nivel de persistores y fueron corroborados
al final de dichos experimentos. Para ellos las células sésiles remanentes luego del tratamiento
con altas concentraciones de antimicrobianos fueron removidas y suspendidas en medio LB,
sobre esta suspension se realizé nuevamente la CIM a fin de asegurarnos que estdbamos en
presencia de persistores y no de microorganismos resistentes con valores de CIM diferentes a

las originales.

129



Capitulo 2

Tabla 2. CIM de aislados clinicos empleando Ciprofloxacina y Meropenem.

, S CIM (pg/mL)
Paciente | Aislamiento
Ciprofloxacina | Meropenem

P1 CAMPA 185 1 8
P2 CAMPA 188 4 8
P3 CAMPA 232 2 4
P4 CAMPA 234 1 4
P5 CAMPA 237 2 16
P6 CAMPA 243 1 16
P7 CAMPA 246 2 16
P8 CAMPA 250 1 8
P9 CAMPA 267 32 16
P10 CAMPA 272 2 32
P11 CAMPA 274 2 32
P12 CAMPA 276 2 8
P13 CAMPA 284 2 16
P14 CAMPA 315 2 16
P15 CAMPA 358 8 16
P16 CAMPA 359 8 16
P17 CAMPA 514 2 16
P18 CAMPA 681 2 16
P19 CAMPA 1197 2 16

- LMG23361 0,5 16
P20 CAMPA 285 2 16
P21 CAMPA 499 2 16
P22 CAMPA 534 4 16
P23 CAMPA 1187 2 8
P24 CAMPA 1672 2 16
P25 CAMPA 1773 2 4

4.2. Puesta a punto de la metodologia de determinacién del nivel de persistores.

Cuando se comenzo a trabajar en la determinacién fenotipica del nivel de persistores en biofilm

observamos que la metodologia resultaba muy dificil de estandarizar ya que presentaba

numerosas fuentes de error en sus diferentes etapas. De modo que para obtener resultados

estadisticamente aceptables requirio realizar una gran cantidad de replicados. Los pasos en los

cuales se presentaron los mayores inconvenientes fueron i) la obtencién de un biofilm en el

fondo del pocillo (en la interface liquido—sdlido, en lugar de aire-liquido) para evitar la pérdida

de biomasa en los diferentes lavados y tratamientos, ii) el lavado de los pocillos, iii) la

recuperacion de las células sésiles para su evaluacion, iv) adaptar un sistema multipocillo que
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permitiera trabajar herméticamente (sin evaporaciones) y sin contaminacion entre los pocillos

vecinos, y v) la cuantificacion de las células persistoras por un método sencillo y reproducible.

i) Medio de cultivo: En las primeras etapas de experimentacion, se observé que cuando
empledbamos medio de cultivo LB, si bien todos los aislamientos eran capaces de formar
biofilms en placas multi-pocillo, la interfase sobre la cual se formaba el biofilm dependia del
aislamiento. Algunos aislados formaban los biofilms en la interfase aire-liquido (flotaban en el
medio de cultivo) y otros en la interfase sélido-liquido (fondo del pocillo y paredes). La formacion
del biofilm en la interfase aire-liquido constituyé una gran dificultad ya que la biomasa flotante

se desprendia y era eliminada del pocillo durante los lavados (Figura 13 ay b).

Figura 13. Formacién de biofilms en placas multipocillos cultivadas 24 horas a 37 °C en medio de cultivo
LB. a) Vista frontal, b) vista lateral. Se observa el anillo del biofilm de la interfase liquido-aire.

Un estudio llevado a cabo por Ferreira y colaboradores (286) analizd las caracteristicas de los
biofilms producidos por diferentes aislamientos de Burkholderia spp. en superficies abidticas, y
demostré que las caracteristicas de los biofilms, dependen en gran medida de la composicion
guimica y caracteristicas de la matriz exopolimérica (EPS). Teniendo en cuenta este estudio,
experiencias previas de produccién de biofilm con diferentes medios de cultivo realizadas en
nuestro laboratorio con aislamientos clinicos de B. contaminans (medio YEM, entre otros), y los
resultados obtenidos de produccion de biofilm de P. aeruginosa (282), realizamos diferentes
ensayos de produccién de biofilms en distintos medios de cultivo evaluando las condiciones tales
de obtener las caracteristicas del EPS que permitieran formar el biofilm en el fondo del pocillo.
Finalmente, el medio de cultivo AB mostré ser el apropiado para la obtencidn del biofilm de B.
contaminans en la interface sélido-liquido. La Figura 14 a, b y ¢ muestra la formacién de biofilm

de diferentes asilamientos de B. contaminasy P. aeruginosa en medio AB.
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Control

biefilm

Vista superior Vista lateral

Figura 14. Formacion de biofilm después de 24 horas de crecimiento a 37 °C en placa multipocillo, para 7
aislamientos en medio AB. a) vista superior, b) vista lateral, c) Biofilms producidos por Pseudomonas
aeruginosa.

Estos resultados demostraron que el medio AB resultaria mds ventajoso para la evaluacién de
los persistores. Sin embargo, como se puede observar en las Figuras 13 y 14 la biomasa final
acumulada (medida por cristal violeta) fue significativamente menor cuando se empled el medio
AB. De modo que la implementacion del medio AB a los ensayos de persistores mejoraba la
reproducibilidad para el caso de algunos aislamientos, se optd por continuar con los ensayos de

persistores empleando el medio AB.

iii) Contaminacidn con contenido de pocillos vecinos: Otro de los inconvenientes que surgieron
al inicio de nuestros estudios fue la contaminacién por microorganismos generalmente
provenientes de pocillos vecinos, tanto en las etapas de lavado como de incubacién de las
células. Esto se debid principalmente a la evaporacién del medio contenido en cada pocillo en
el periodo de incubacién y posterior condensacién de éste, en otros pocillos o en los bordes. El
problema se agudizaba en las etapas de incubacion, vortexeo y sonicacion. Estos inconvenientes
los pudimos solucionar implementado el uso de cintas de sellado (Iaminas adhesivas precortadas
gue permiten sellar la superficie de las microplacas estandar de 96 pocillos durante los pasos de

incubacién). De modo que una vez cargados todos los pocillos fueron cerrados con la cinta
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adherente. Luego de cada etapa, la placa se centrifugd para que las gotas condensadas sobre la

superficie interna de la cinta volvieran al interior del pocillo.

-iv) Cuantificacion de las células persistoras: Si bien la cuantificacidn de las células persistoras
se llevd a cabo por recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas, como se
describié previamente (Figura 8), cuando comenzamos con este estudio se evalud la posibilidad
de medir la cantidad de células persistoras a través de una medida colorimétrica de viabilidad
gue resultara mas sencilla y econdmica Se ensayé implementar el método de evaluacién de
biomasa viable a través del reactivo TTC (2,3,5 Trifeniltetrazolio Cloruro) (Sigma Co. Chemicals).
Este es un compuesto utilizado como colorante metabdlico (287), midiendo indirectamente la
actividad respiratoria asociada a una cadena de transporte de electrones de las bacterias que se
pretende evaluar. Luego del tratamiento de 24 horas con los antimicrobianos y posterior lavado
de los pocillos con PBS, en lugar del agregado de medio AB para realizar el recuento de células
persistoras, las mismas fueron evaluadas por el color producido cuando se incubaban las células
sésiles con LB en presencia de TTC al 1 %. Para ello se incubaron las placas (células sésiles
tratadas con antimicrobiano, 200 pL de LBy 20 puL de TTC 1 %) en agitacidn a oscuras en cdmara
himeda y a las 6 horas se midié la DOassonm con el lector de placas Benchmark Plus Microplate
Spectrophotometer System (BIO-RAD, USA). El valor de UFC en cada pocillo fue calculado
empleado una curva de calibracién realizada previamente UFC vs. DOagonm TTC. Si bien el método
de evaluacién resultaba mas sencillo y econdmico, fue sumamente dificil construir una Unica
curva de calibraciéon ya que la asociacion entre las UFCy el color generado por el TTC a las 6 hs
de incubaciéon dependia del estado fisioldgico de las células, por lo que se nos hizo imposible

utilizar esta metodologia para evaluar el nivel de persistores.

4.3. Evaluacidn de células persistoras en biofilms obtenidos en placa multipocillo.

4.3.1. Determinacion del porcentaje de persistores en primeros aislados

Una vez optimizadas las condiciones experimentales se realizaron las experiencias de
determinacién del porcentaje de persistores siguiendo el esquema indicado en la seccién de
metodologia 3.5.1. Sobre los biofilms de 24 horas se realizaron los tratamientos con
Ciprofloxacinay Meropenem a 4,32 y 128 veces la CIM por 24 horas y se evalud la concentracion
bacteriana en cada pocillo como UFC/mL por el método del recuento de microcolonias luego de

las 24hs de incubacién a 37 °C.

Los valores de recuentos de viables en cada pocillo fueron empleados para cuantificar los

persistores tomando el cultivo de los pocillos “CONTROL” como referencia (100 % de biomasa

133



Capitulo 2

sésil) y relacionandolos con los valores obtenidos para 4, 32 y 128 veces la CIM. En este caso,

para 4xCIM, se calcul6 el porcentaje de persistores como:

Recuento control: 1,02E*° 100 % poblacién inicial

_ 5,7E+07 X100

Recuento 4xCIM: 5,70E*%7
1,02E+09

Los datos obtenidos en este ensayo para las 26 cepas utilizando ambos antibidticos
(Ciprofloxacina y meropenem) a concentraciones de 4xCIM se muestran graficados en la Figura

15.
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Figura 15. Porcentaje de persistores en una concentracion de 4 x CIM para los antibiéticos a)
Ciprofloxacina y b) Meropenem. Las barras de error representan el error estandar de la media (n>3).
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El analisis de los porcentajes de persistores permitié discriminar los aislamientos en dos grupos:
uno de alto (P1 a P19) y otro de bajo porcentaje de persistores (Cepa de referencia y P20 a
P25). Interesantemente, el primer grupo incluyoé los aislamientos perfil recA-RFLP K (ST 872)
que presentaban el marcador de cepa epidémica B. cepacia BCESM, mientras que el segundo
grupo incluyd a los aislados perfil recA-RFLP AT (ST 102 y 482) que no presentaban dicho
marcador. Esta discriminacion se dio sin importar el tipo de infeccion que estaba
transcurriendo en las vias aéreas de cada paciente, ya sea crénica o transciente. De todas
formas, cabe destacar que, como vimos en el Capitulo 1, las infecciones crénicas en estos
pacientes hasta el afio 2016 se dieron principalmente por microorganismos B. contaminans que
presentaban el perfil recA-RFLP K (ST 872) conteniendo el marcador. Luego, a partir del afio
2016, se comenzaron a recuperar aislados sucesivos de B. contaminans con perfil recA-RFLP AT
(ST 102 y 482) de pacientes con infeccion cronica. Esto en principio estaria indicando que de los
aislamientos que fueron analizados en este ensayo, la gran mayoria de los aislados que
contienen el marcador BCESM fueron los primeros aislados recuperados de pacientes que luego
cursaron una infeccidn crénica por este microorganismo y los aislados que no contienen el
marcador fueron todos recuperados de infecciones que hasta el momento que hicimos este
trabajo se habian presentado de forma transitoria. Sin embargo, en algunos pacientes (indicados

con * en la Tabla 1) con el correr del tiempo la infeccidn fue crénica.

En la Tabla 3 se describen los valores medios obtenidos para cada poblacidn, antibidtico y

concentracién de antibidtico empleada.

Tabla 3. Valores medios del porcentaje de persistores para los aislamientos de perfil K (ST 872, presentan
el marcador BCESM) y perfil AT (ST 102 y 482, que no presentan el BCESM) para las distintas
concentraciones de ambos antibidticos.

Porcentaje de persistores

Ciprofloxacina Meropenem

Antibidtico utilizado

y concentracién

Aislamientos
BCESM +

Aislamientos
BCESM -

Aislamientos
BCESM +

Aislamientos
BCESM -

4 x CIM
32 xCIM
128 x CIM

7,80+ 3,64 %
2,66+2,02%
1,5£1,19%

0,73£1,22%
0,46 £0,33 %
0,26 £0,19%

585+2,41%
1,77+0,97 %
1,06 +0,9%

0,98 1,60 %
0,08 £ 0,05 %
0,12 +£ 0,08 %

Considerando los valores de persistores a 4 x CIM (que es el valor de referencia considerado en
la mayoria de los trabajos reportados en bibliografia (195, 288, 289), se puede afirmar que
existen diferencias significativas (p < 0,001) entre los valores medios de los porcentajes de

persistores de la poblacién de microorganismos que presentan el marcador BCESM (7,80 + 3,64

135



Capitulo 2

%y 5,85+ 2,41 %) y de la poblacidn de organismos que no lo presentan (0,73 + 1,22 % y 0,98 +

1,60 %), en presencia de ciprofloxacina y meropenem respectivamente.

Los valores de persistores encontrados para 32 y 128 veces la CIM disminuyeron, pero siempre
manteniendo una diferencia significativa como la antes mencionada, entre los asilados que

presentaban el marcador BCESM y los que no (Tabla 3).

Es interesante resaltar que los resultados de las curvas de persistencia (Figura 16) muestran que
el porcentaje de persistores para el caso de los aislamientos que no contienen el marcador es
muy bajo, aln a bajas concentraciones de antimicrobianos (menor a la CIM) y estos valores

contindan siendo significativamente bajos, para todas las concentraciones de antimicrobianos

ensayadas.
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Figura 16. Porcentaje de persistores desde 2 hasta 128 veces la CIM para a) Ciprofloxacina y b)
Meropenem. Se tomd un aislamiento al azar correspondiente a cada perfil.
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Durante afios de investigacion las células persistentes han sido sefialadas como una de las
responsables de mantener las infecciones crénicas. Estos resultados en conjunto estarian
demostrando por primera vez que el surgimiento de persistores seria una de las estrategias
adoptadas por al menos uno de los clones circulantes (ST872, que presenta el marcador de
transmisibilidad y el operon BCAM0257-8-9) de B. contaminans para una vez colonizadas las
vias aéreas de los pacientes con FQ, mantenerse como infeccion crénica. El 100 % de los
aislamientos con perfil recA-RFLP K (ST 872) contienen el BCESM, de modo que, si en las primeras
etapas de la infeccidén se recuperan aislamientos ST 872, estaria indicando que en dichas
poblaciones existird un alto porcentaje de células capaces de poder adoptar un estado
durmiente cuando sean sometidas a condiciones de estrés derivadas de altas concentraciones
de antibidticos. Por lo contrario, cuando en las primeras infecciones se recupera un aislamiento
ST 102 o 482 (BCESM-) se podria inferir que solo un pequefio porcentaje de la poblacion seria
capaz de pasar a un estado de persistencia ante la accién de antimicrobianos al inicio de la

infeccion.

La bibliografia muestra que la mayoria de los pacientes con fibrosis quistica poseen las vias
aéreas colonizadas de manera crénica por P. aeruginosa (77). Los organismos en general
responsables de estas infecciones muestran evidencia de haber sufrido alguna seleccidn positiva
a mutaciones que los conducen a la adaptacién al ambiente hostil de las vias respiratorias. En
trabajos previos realizados en el CINDEFI se ha demostrado el mismo fendmeno para
aislamientos de B. contaminans recuperados de infecciones crdnicas (160). Las mutaciones
tanto en P. geruginosa como en B. contaminans conducen a cepas resistentes o variantes
hipermutadas que llevan a la adaptacién al medio ambiente y por lo tanto al fracaso o éxito

limitado de las terapias.

Los resultados obtenidos en el contexto de este trabajo demuestran que al menos los
organismos ST 872 de B. contaminans recuperados de las primeras infecciones tienen una
estrategia adicional para tolerar las terapias con antimicrobianos no asociada a su reportada
multi-resistencia o hipermutabilidad (160, 290). Hemos demostrado aqui que los
antimicrobianos de mayor uso en la clinica para tratar infecciones por B. contaminans por
mostrar sensibilidad en los ensayos in vitro implementados en la rutina en los hospitales, son
eficaces para inhibir un gran porcentaje de la poblacién bacteriana, pero son incapaces de
erradicar casi del 5 al 8% de la poblacidn persistora que existe en los organismos que inician la
infeccion temprana. Esto muestra la necesidad de dilucidar los mecanismos por los cuales las

células adoptan el estado durmiente, a fin de encontrar nuevas estrategias que permitan
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avanzar en el control y eventual erradicacidn para que estos organismos no se instalen en una

infeccién croénica.

Estos resultados nos llevaron a realizar una investigacién conjunta con los médicos y bioquimicos
del Servicio de Fibrosis Quistica del Hospital de Nifios de La Plata en la busqueda de tratamientos
alternativos a ciprofloxacina, que no llevaran al surgimiento de persistores. Durante el afio 2018
se realizaron estudios preliminares no incluidos en este trabajo de Tesis doctoral, donde se
ensayo la sensibilidad y persistencia de primeros aislamientos de ambos clones de B.
contaminans ST 102 y 872 a ceftazidima. Los aislamientos ST 102 mostraron una gran
sensibilidad y un muy bajo nivel de persistores, (< 1%). En base a estos resultados se resolvio
iniciar una nueva estrategia de tratamiento para pacientes con primeras infecciones con
aislamientos B. contaminans ST 102. Se establecié un protocolo de nebulizacion con ceftazidima
inhalada (500 mg) una vez al dia acompafiada de broncodilatadores y kinesioterapia en 3
pacientes. Este tratamiento parecid resultar exitoso para los 3 pacientes, ya que ninguno ha
presentado infeccion por mas de un afo. Los resultados fueron presentados en el Congreso
Europeo de FQ en 2019 “Effect of inhaled ceftazidime on early Burkholderia contaminans lung

infection in children with cystic fibrosis”.

4.3.2. Evaluacidn del surgimiento de persistores a lo largo de la infeccion crénica

En esta seccidn del trabajo nos propusimos analizar si a lo largo de desarrollo de la infeccién
cronica los aislados clonales de B. contaminans de un mismo paciente evolucionaban hacia
fenotipos de mayor persistencia. Para ello se tomaron 2 pacientes (P14 y P19) con 11 y 3 afios
de cronicidad respectivamente y se analizaron 3 aislados recuperados de cada uno de ellos con

el mismo perfil RAPD.

En un andlisis preliminar se evidencié para ambos pacientes que el porcentaje de persistores
aumentoé significativamente a una concentracion de 4xCIM entre el primer y el segundo aislado,
casi un 2 % con ciprofloxacina, y hasta un 4 % con meropenem. En relacion al tercer aislado en
ambos casos presentd un porcentaje muy bajo (un promedio de 0,175 %) para ambos
antibidticos. Esta disminucién del porcentaje de persistores en los aislados en principio mas
“adaptados” podria deberse a que las bacterias de esta especie podrian haber desarrollado otros
mecanismos alternativos mas eficientes de adaptacidon que utilizan para persistir en las vias
aéreas, que podria afectar el surgimiento de los persistores. También podria ocurrir que hubiera
alguna mutacién adaptativa sobre los genes dentro del operdn que impidiera su correcto

funcionamiento.
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Otro de los factores a tener en cuenta en este resultado es que si bien ambas cepas conservaban
el perfil de RAPD del primer aislamiento, no sabemos con certeza que estemos comparando el
mismo clon a lo largo del tiempo. Para confirmar esto deberiamos asegurarnos que se trata del

mismo clon a través de la secuenciacidn de los genomas.

Sin embargo, en nuestra experiencia de trabajo con estos organismos, hemos observado que los
aislamientos recuperados de infecciones crénicas (como se indicé en la seccién 3. 6 de la
introduccion general) presentan un fenotipo de colonias pequefias, con una marcada
disminucion en la velocidad de crecimiento. En este sentido, en el caso del ultimo aislado
recuperado del paciente P19 presentd este y otros cambios fenotipicos. Llamativamente, este
aislamiento no habia podido ser identificado en el hospital mediante sistemas de identificacion

automatica como VITEK por sus caracteristicas fenotipicas diferenciales.

Como se dijo previamente la metodologia de determinacion de persistores es sumamente
fastidiosa y mas aun cuando los organismos presentan baja velocidad de crecimiento o baja
capacidad de formacién de biofilm. Por eso creemos que el valor del nivel de persistores

observado para los Ultimos aislamientos de estos pacientes no refleja el valor real.

De modo que luego de realizar otros estudios longitudinales con otros pacientes (no indicados
en este trabajo de tesis) y observar la gran disparidad de resultados obtenidos decidimos no
continuar con esta linea y solamente emplearla para la evaluacion del nivel de persistencia en
primeros aislados o infecciones tempranas, donde tendria un impacto importante para el futuro

tratamiento clinico.

4.4. Identificacion y expresion de los genes BCAMO0257-8-9 en B. contaminans

Como se indicd en el Capitulo 1, se encontré en el genoma de la cepa B. contaminans FFH2055
recuperada de un paciente con FQ en Argentina (238), perfil recA-RFLP K (ST 872), depositado
en el GenBank, una region homdloga a la isla de patogenicidad de B. cenocepacia 12315,
BcenGlI11. En dicha region, a su vez, se encuentra presente la secuencia del marcador de
transmisibilidad BCESM y los genes homdlogos al operén BCAMO0257-8-9, identificado como un

posible mddulo T/A en B. cenocepacia.

Esta regidn ha sido estudiada por el grupo del Dr. Tom Coenye, quienes demostraron que en B.
cenocepacia podria contribuir al QS y también podria estar involucrada en la persistencia, la
formacion de biofilms y la virulencia. Las secuencias homodlogas a los genes BCAMO0257-8-9
encontradas en la cepa B. contaminans FFH2055 mostraron un porcentaje de identidad del 93

%, 97 % y 96 % con las secuencias de B. cenocepacia 12315, respectivamente (cobertura 100 %).
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Las secuencias obtenidas nos permitieron analizar la presencia de los genes del operén

BCAMO0257-8-9 en los aislados B. contaminans analizados en esta seccién.

4.4.1. Diseiio de cebadores y amplificacion del oper6n BCAM0257-8-9

Con las secuencias homdlogas a los genes que componen el operén BCAM0257-8-9 se disefiaron
los cebadores que observamos en la Tabla 4 para amplificar las secuencias que abarcan los tres
genes, con la herramienta de disefio de cebadores del programa Clone Manager. Se comprobé
que los cebadores cumplieran con los criterios que se especificaron en la seccién de materiales
y métodos. Asimismo, a través del programa BLAST se confirmé que dichos cebadores fueran

también especificos a la secuencia de los genes del operdn.

Tabla 4. Cebadores disefiados para amplificar la region del operén BCAM0257-8-9 y para RT-PCR.

Gen Cebador FW Cebador RV Tamaho
producto (pb)
Cebadores usados para PCR
BCAMO0257-8-9 AAGCAGAGCGTCGATCTTGG TCGCCATTACTCCAAATCCC 1107
Cebadores disefiados para RT-PCR

BCAMO0257 AGCACACCCACTGCGCACTTT GTCGCGAGGCCTACTTGGGT 92
BCAMO0258 GGTTGCGTACCGACCTCACC AGCGCTGGCGGAAAATTCGTC 71
BCAMO0259 TCGATCTTTCCCAAGCGTCT TTGCCGGTCTCGTATTGATT 128
BCAM2784 CGCCGTTCTCGTGTATGT GTGTCGCCGAGGCAGAAAT 90

Estos cebadores disefiados para amplificar la secuencia homdloga al operén BCAMO0257-8-9 en
B. contaminans, se ensayaron sobre todos los aislamientos utilizados en esta seccién. Como
podemos observar en la Figura 17, a modo de ejemplo, la amplificacion de la secuencia
homadloga del operdn fue positiva en todos los aislamientos BCESM positivos y fue negativa en
todos aislamientos BCESM negativos ensayados en la seccidén anterior. De acuerdo con nuestra
hipodtesis este operdn podria ser considerado como un marcador de persistencia, es decir si un
microorganismo BCESM positivo infecta un paciente por primera vez, si éste presenta también
el operdon serd muy dificil de ser erradicado ya que funcionaria como un médulo T/A
favoreciendo el surgimiento de persistores y por lo tanto impidiendo la erradicacion de la

infeccion.
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Figura 17. Amplificacién del operéon BCAM0257-8-9 (calles 1-7) y del marcador BCESM (calles 8-14). Calles
1y 8: B. cenocepacia 12315 (control positivo); calles 2 y 9: CAMPA 232 (perfil K); Calles 3 y 10: B.
contaminans LMG23361 (control negativo); calles 4 y 11: CAMPA 1187 (perfil AT); calles 5y 12: CAMPA
234 (perfil K); calles 6y 13: CAMPA 276 (perfil K); calles 7 y 14: blanco de reaccion.

4.4.2. Obtencion de ADNc

En primer lugar, se disefiaron los cebadores para amplificar cada uno de los genes que forman
parte del operén BCAMO0257-8-9 y un gen housekeeping que seria empleado como control
endogeno de la RT-PCR (Tabla 4). El disefio de los cebadores tuvo en cuenta las condiciones

indicadas en materiales y métodos, entre ellas:
- que los amplicones de cada gen no tuvieran mas de 150 pb,
- que el contenido GC estuviera entre 30-80 %,
- se evitaron la obtencion de secuencias con 4 o mas Gs continuas,

- que en los ultimos 5 nucledtidos del extremo 3’ no hubiera mas de 2 Gs y/o Cs, para

evitar la complementariedad interna y la formacion de dimeros,
- que las temperaturas de melting fueran cercanas para optimizar las condiciones de
amplificacion.

En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas de los cebadores disefiados y en la Figura 18 se
muestra el resultado del BLAST realizado para el juego de cebadores correspondiente al gen

BCAMO0259, donde se observa que este disefio permite la amplificacion de una sola banda. Este
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mismo procedimiento se aplicd para los otros 3 pares de cebadores arrojando el mismo

resultado.
Tabla 5. Caracteristicas de los cebadores disefiados para realizar la RT-PCR.
T 1 |
Cebador Tm (°C) % GC am.arjo de
amplicon (pb)
BCAMO0257 (FW) 59.9 55,6
92
BCAMO0257 (RV) 62.3 57,9
BCAMO0258 (FW) 64.5 57,1
71
BCAMO0258 (RV) 66.6 65
BCAMO0259 (FW) 66.6 65
128
BCAMO0259 (RV) 64.5 57,1
BCAM2784 (FW) 60.4 50 90
BCAM2784 (RV) 58.4 45
Spedificity of primers Target templates were found In selected database: NCRI Chromosome Sequences {Organgsm limited to Burkholderis
ber reports '-':"|""':"j_'”j-"|_
Detailed primer reports
Primer pair 1
Sequance |5->3) Length Tm  GC% Seif complementarity  Self 3 complementarity
Forward primer  TCOATCTTTCCCAMGCGTCT 20 58.10 5000 4.00 200
Reverse primer  TTGCCGGTCTCGTATTGATT 20 57.32 4500 4,00 1.00

Products on tanget templates
>HE LASCODO0C0S 1 Burkholderia conlaminans whole genome shotgun sequence

Figura 18. Verificacién del juego de cebadores disefiados para el gen BCAM0259.

Una vez obtenidos los cebadores que cumplian con las caracteristicas mencionadas, el siguiente
paso fue corroborar los cebadores mediante PCR en gradiente de temperatura, con el objetivo
de verificar la amplificacién de una banda Unica, y de determinar la temperatura de hibridacion
Optima de cada par de cebadores para trabajar con todos a la vez en reacciones de RT-PCR. Este
ensayo de PCR se realizd para los 3 genes del operdn y para el gen housekeeping utilizando el

aislamiento CAMPA 243, siendo la temperatura mds apropiada de hibridacién 58 °C.

En el trayecto de estos ensayos, se decidid cambiar el modo de extraccion de ADN, utilizando

una extraccién con solvente organico, que permitiese obtener ADN mas purificado, para evitar
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la presencia de una doble banda. Esta extraccién se le realizé sobre las cepas B. cenocepacia
J2315, y los aislamientos CAMPA 243 y CAMPA 276. Una vez obtenido el ADN purificado se llevd
a cabo una PCR, utilizando los cuatro juegos de cebadores y a 58 °C como temperatura de

hibridacién. La Figura 19 muestra que esta técnica permitié obtener un Unico producto de

amplificacién para los cuatro juegos de cebadores.

Figura 19. Amplificacidon de los genes del operdn y el housekeeping para dos cepas de aislados clinicos
(CAMPA 243 y CAMPA 276) y la cepa B. cenocepacia J2315 como control positivo. Calles 1, 2 y 3:
amplificacion del gen BCAM0257 para las cepas CAMPA 243, CAMPA 276 y B. cenocepacia 12315
respectivamente (este orden se mantiene); calles 5, 6 y 7: amplificacion del gen BCAMO0258 para las tres
cepas; calles 9, 10 y 11: amplificacién del gen BCAMO0259 para las tres cepas; calles 13, 14 y 15:
amplificacion del gen BCAM2784 para las tres cepas; calles 4, 8, 12 y 16: blancos de reaccién. PM:
marcador de peso molecular.

Una vez determinadas las condiciones dptimas de reaccién que se utilizarian para las reacciones
de RT-PCR, se prosiguid a la extraccion de ARN y su consecuente sintesis de ADNc. En un
principio, se realizé la extraccion de ARN de cultivos liquidos (células planctdnicas) en medio AB
con casaminodcidos. Se realizd una curva de crecimiento para establecer el tiempo de cultivo
necesario para alcanzar la fase estacionaria donde se ha reportado el surgimiento de persistores
(195), por lo que se esperaria la expresiéon de los mddulos toxina-antitoxina. A través de la
realizaron de las curvas de crecimiento se determiné que el tiempo de cosecha para fase

estacionaria seria de aproximadamente 13 horas.

Se tomaron dos muestras del cultivo, uno en fase exponencial (6 horas de cultivo) y otro en fase
estacionaria (13 horas de cultivo), se realizd la extraccion de ARN siguiendo las indicaciones
detalladas por el proveedor para obtener ARN purificado. En la Figura 20 se observan las bandas
correspondientes a los ARN ribosomales 23S y 16S (siendo de mayor intensidad debido a su
abundancia en las células). La banda de menor tamafio corresponde a ARN 5S o ARN de

transferencia.
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Figura 20. Bandas correspondientes a los distintos tipos de ARN.

Cada alicuota fue tratada con DNasal con el fin de obtener ARN libre de ADN, y se prosiguié con

la reaccion de sintesis de ADNc.

Luego se corrobord que el ARN utilizado estuviera libre de ADN y se corrobord la sintesis del
ADNc. En todos los casos, la reaccidn se realizé con los cebadores de los genes del operdn

BCAMO0257-8-9 y el gen housekeeping (Figura 21).

500 pb

200 pb

100 pb

Figura 21. Productos de la RT-PCR (y corroboracidén del tratamiento con DNasal) para el aislamiento
CAMPA 276. Calles 1, 5, 9 y 13: control de la DNasal para los genes BCAM0257, BCAM0258, BCAMO0259 y
BCAM2784 respectivamente; calles 2, 6, 10 y 14: ADNc para los genes antes mencionados; calles 3, 7, 11
y 15: control positivo para cada gen; calles 4, 8, 12 y 16: blanco de reacciéon. PM: marcador de peso
molecular.

En el ensayo del ADNc se obtuvieron los productos deseados del tamafio esperado, por lo que
podemos inferir que los 4 genes en estudio se estarian expresando en la fase estacionaria del

cultivo liquido dado que su mensajero esta presente en el ARN extraido.

Si bien quedaria por realizar estas mismas pruebas en cultivos en biofilm para comprobar la
expresion del operdn T/A homodlogo al BCAMO0257-8-9 de B. cenocepacia, bajo la presidn del
tratamiento con antimicrobianos, estos resultados nos permiten confirmar que los aislados de
B. contaminans presentan esta regidén gendmica y que ésta se expresa en fase estacionaria de

cultivos plancténicos.
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5. Conclusiones

A pesar de que los estudios de persistores tienen mds de 60 afios de historia, es ain un tema de
investigacion de importantes grupos a nivel internacional debido principalmente a dos factores:
la redundancia de mecanismos que los generan y el hecho de que cada vez existen mas
evidencias que sostienen la importancia de los persistores en la sobrevida de las comunidades

bacterianas a lo largo de las infecciones crénicas.

El trabajo que se llevd a cabo descripto en esta seccion permitié avanzar en el conocimiento de
uno los posibles mecanismos desplegados por B. contaminans, para persistir en tracto
respiratorio de pacientes con fibrosis quistica: el surgimiento de subpoblaciones de persistores.
Se demostré por primera vez que los aislamientos perfil recA-RFLP K (ST 872) de B. contaminans
presentan una regién gendémica cercana al marcador BCESM homéloga a la encontrada en B.
cenocepacia que podria asociarse a la capacidad de presentar un alto porcentaje de
subpoblaciones de persistores en cultivos en biofilm cuando las mismas son sometidas a altas

concentraciones de antimicrobianos para las cuales son sensibles (ciprofloxacina y meropenem).

Con el objetivo de dilucidar el mecanismo que llevan a estas células al estado durmiente, se
demostré que los aislamientos de B. contaminans que muestran el perfil recA-RFLP K (ST 872),
generalmente recuperadas de pacientes con infeccion crénica, presentan junto al marcador de
transmisibilidad BCESM, las secuencias homologas al operon BCAMO0257-8-9 descripto para B.
cenocepacia J2315. Dicho operén se encuentra en la isla de patogenicidad BcenGI11 presente
en las cepas del linaje B. cenocepacia ET-12 donde estudios recientes muestran que esta
asociado a la persistencia, asi como a la expresién de sefiales de quorum sensing, a la formacion
de biofilm y virulencia. Las secuencias homologas al operén BCAMO0257-8-9 en B. contaminans
mostraron un alto porcentaje de identidad (95 % en promedio) con las secuencias
correspondientes a la cepa B. cenocepacia 12315, por lo cual se les podria asignar una funcion
asociada a la de un moddulo toxina/antitoxina en B. contaminans, posible mecanismo que

interviene en la formacion de persistores.

Esta podria representar una de las estrategias que explicaria la gran dificultad que existe para
erradicar las infecciones de B. contaminans ST 872, que tal como vimos en el capitulo 1 han
permanecido colonizando pacientes por mas de 10 afios. Los persistores tolerantes a
antibidticos que surgen durante el tratamiento con antimicrobianos y su probable permanencia
y proteccién en un biofilm podrian constituir un importante reservorio de patégenos
sobrevivientes. De acuerdo a los resultados mostrados en el capitulo anterior no se han

registrado nuevas infecciones por los aislados BCESM positivos (ST 872) en los ultimos 3 afios en
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la regidn, sin embargo, los pacientes contindan colonizados por mas de 10 afios con infecciones

recalcitrantes dificiles de erradicar.

Para las infecciones crdnicas producidas por diferentes organismos como P. aeruginosa o E. coli
se ha descripto que a medida que avanza la cronicidad de la infeccién van surgiendo diferentes
mecanismos que llevan a un aumento en el nivel de persistores. Los resultados preliminares de
este capitulo no han sido totalmente concluyentes al respecto y por ende se debe seguir
profundizando en el estudio de las infecciones crénicas por B. contaminans, abordando otro tipo

de estrategias, tanto gendmicas como las asociadas a variaciones fenotipicas.

Establecer una causalidad entre la presencia de persistores y las fallas en las terapias
antimicrobianas no es trivial. Es esencial conocer mas sobre el surgimiento de las
subpoblaciones de persistores para poder desarrollar nuevos enfoques en dichos tratamientos
y poder erradicar infecciones crénicas o potencialmente crénicas. La presencia del operdn
BCAMO0257-8-9, cerca de la region BCESM, podria ser responsable de la aparicidon de células
persistentes, dando a las bacterias una ventaja adicional para su persistencia dentro del huésped
y, por lo tanto, las dificultades para erradicar la infeccidn crénica por B. contaminans. Por lo
tanto, la deteccion de este operdn en los primeros aislamientos de pacientes podria usarse como

un indicador del tratamiento a implementar.
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Capitulo 3: Caracterizacion gendmica de

Burkholderia contaminans
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1. Introduccion

En los Ultimos afios, B. contaminans, especie definida en 2009, ha sido ampliamente identificada
como un patdgeno oportunista nosocomial de creciente importancia debido a los brotes que
tuvieron lugar en diferentes partes del mundo (78). Actualmente, B. contaminans se informa
como la especie del CBc mas frecuente aislada en pacientes con FQ de Portugal, Espaia y
Argentina, y se asocia con infecciones en pacientes inmunocomprometidos y hospitalizados
expuestos a productos contaminados en Alemania y Estados Unidos (148, 160, 162, 163, 291,
292). Las infecciones por B. contaminans en los pacientes con FQ generalmente resultan en una
infeccién pulmonar crénica muy dificil de erradicar debido a la resistencia intrinseca a varios
antibidticos. Ademas, en algunos de los casos, la infeccidn puede ser invasiva y desencadenar

una bacteriemia fatal.

Debido a que B. contaminans se definid hace poco tiempo, hay pocos estudios disponibles sobre
esta especie, y se sabe poco sobre sus factores de virulencia, susceptibilidad a los antibidticos,
prondstico de pacientes infectados y otros temas de relevancia clinica. Recientemente, se ha
secuenciado el genoma completo de varias cepas de B. contaminans y estas secuencias estan

disponibles en la base de datos GenBank.

Las cepas de origen ambiental de B. contaminans secuenciadas y mas estudiadas son MS14 y
LTEB, las cuales fueron utilizadas en este capitulo, y que, a pesar de su gran potencial
biotecnolégico, su uso esta prohibido debido a la dificultad de diferenciar taxonédmicamente
estas cepas beneficiosas de las cepas que son patégenos oportunistas asociados con la fibrosis
quistica (ver Introduccion general, seccion 2). La cepa B. contaminans MS14 mostré un amplio
rango de actividades antiflngicas ante patdgenos fungicos de plantas y humanos, debido a la
produccion de un glucopéptido llamado occidiofungina (293). También presenta genes
identificados para los antibiéticos pirrolnitrina, ornibactina y AFC-BC11 (294). Estos compuestos
han demostrado tener un gran potencial para aplicaciones farmacéuticas y agricolas, sumado a
gue la cepa MS14 tiene un bajo potencial virulento. Con respecto al genoma de la cepa de B.
contaminans LTEB, se describio en 2019 que tiene genes involucrados en produccién de lipasas
y esterasas, que se deberian caracterizar para evaluar su potencial biotecnoldgico, asi como
genes relacionados con el potencial de esta bacteria para producir polihidroxialcanoatos,
ramnolipidos (biosurfactantes de particular interés para fabricantes de cosméticos, productos

farmacéuticos y detergente) y compuestos antifungicos, como occidofungina (295).

A partir del estudio de asilamientos de origen clinico se determiné que B. contaminans, como

todos los miembros del CBc, posee resistencia innata a una amplia gama de antimicrobianos,
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por lo que el tratamiento clinico de las infecciones es problematico (211). Los principales
mecanismos de resistencia a los antibidticos descriptos en CBc incluyen la estructura Unica del
lipopolisacarido (LPS) en la membrana externa, la presencia de bombas de eflujo, la degradacién
de los antibidticos por medio de enzimas como las B-lactamasas y la capacidad de formar
biofilms. Ademas de esto, las bacterias del CBc muestran la posibilidad de adquirir ain mas
determinantes de resistencia a los antibidticos a través de la transferencia horizontal de genes

(115).

Este ultimo hecho es especialmente importante debido al creciente problema de las resistencias
a antibidticos que se estdn extendiendo a gran velocidad en el mundo microbiano. Esta
problematica es especialmente preocupante en el caso de B. contaminans, debido al reducido

espectro de antimicrobianos que se dispone contra este microorganismo.

1.1. Secuenciamiento gendmico en bacterias

Una comprensidn molecular y mecanicista de como evolucionan los patdgenos bacterianos
durante la infeccidn de sus huéspedes humanos es importante para incrementar nuestra
capacidad de combatir infecciones. La aparicion de las técnicas de secuenciacidon de alto
rendimiento ahora ofrece una resoluciéon de nucleétidos sin precedentes para determinar la
relacidn entre los aislamientos bacterianos infecciosos y para revelar la adaptacion genética
dentro de los individuos infectados y en respuesta a la terapia con antibidticos. Desentraiar el
contenido genético de los patdgenos ayuda a identificar los genes que hacen que ciertos linajes
bacterianos sean mas patdgenos que otros. No obstante, la patogenicidad de un clon bacteriano
también puede evolucionar a través de los cambios mutacionales de genes preexistentes, un
mecanismo que también se conoce como patogenicidad o mutaciones patoadaptivas (296). Si
bien varios estudios han proporcionado informacién sobre la evolucion gendémica de los
patdgenos bacterianos primarios, se sabe muy poco cémo estas observaciones se relacionan con

los patdgenos oportunistas que causan infecciones a largo plazo (236).

Para esto, el proceso de obtencién de un genoma se conoce como ensamblaje, el cual parte de
las lecturas generadas a través de las plataformas de secuenciacion. Dichas lecturas son
procesadas por programas especializados, conocidos como ensambladores, cuya finalidad es
combinar la informacidn contenida en las mismas para obtener secuencias de mayor longitud,

conocidas en inglés como contigs.
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1.2. Analisis del pangenoma

El secuenciamiento masivo de genomas y la gendmica comparativa ha cambiado nuestro
entendimiento de lo que son las bacterias. Las bacterias se replican clonalmente entre
generaciones, pero también son capaces de recombinar entre individuos y transferir
horizontalmente su ADN mediante transformacion, transduccién y conjugacion (297). Debido a
ello, la diversidad gendmica de una bacteria es a menudo caracterizada por una larga variacién
en su repertorio génico (298, 299). La extension de la gendmica comparativa a un nUmero mayor
de secuencias gendmicas abre la posibilidad de realizar profundos analisis sobre la diversidad
gendmica de una bacteria que permita inferir su repertorio genético total, genoma minimo,

estilo de vida, evolucién y adaptacién a nicho especifico.

En este sentido, a partir de la las secuencias, se procede al estudio de la comparacién de los
genomas que permite la identificacion de los genes homdlogos, es decir genes que tienen
origenes comunes, pero pueden o no tener actividad comun. En genética, el término
"homodlogo" se usa tanto para referirse a una proteina homadloga como al gen (secuencia de
ADN) que la codifica. Al igual que con las estructuras anatomicas, la homologia entre proteinas
o secuencias de ADN se define en términos de ascendencia compartida. Los ortdlogos son genes
o proteinas que estan presentes en distintas cepas y son derivadas de un ancestro comun debido
a un evento de especiacién; y los genes paralogos son aquellos que proceden de fendmenos de
duplicacién génica, en los cuales, la nueva copia puede evolucionar de forma independiente
hasta el punto de poder aportar una nueva funcién a la célula, siendo este fendmeno uno de los

principales motores impulsores de la evolucién microbiana.

En este contexto, el enfoque denominado pangenoma se ha desarrollado para estudiar
comparativamente multiples genomas estableciendo nuevos conceptos y herramientas de
analisis relacionados con la naturaleza y diversidad gendmica de procariotas. El término
pangenoma fue acufiado hace poco mas de una década por Tettellin y colaboradores (2005)
como el contenido genético total de una especie bacteriana, es decir que el pangenoma
representa el conjunto de todas las familias génicas o proteicas diferentes presentes en todos

los genomas considerados en un estudio (300).

El pangenoma puede dividirse en: el genoma core o esencial, que representa el conjunto de
genes o proteinas compartidas por todos los genomas considerados en un estudio y el genoma
accesorio o variable compuesto de genes presentes en dos o0 mas genomas o incluso genes
Unicos exclusivos de un genoma. En general, los genes del genoma core son responsables de los

procesos celulares basicos y las principales caracteristicas de la especie; mientras el genoma
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accesorio, influenciado por la transferencia horizontal, la ganancia y pérdida de material

genético, contribuye a la diversidad dentro de la especie y puede tener efecto adaptativo (301).

1.2.1. Genoma core

El genoma core contiene normalmente los genes que estan asociados con el mantenimiento de
los aspectos bdsicos de la biologia de un organismo principalmente relacionados a metabolismo
energético, replicacién, traduccion y mantenimiento de la homeostasis celular. Debido a ello el
genoma core sufre significante presién selectiva en relacién a su funcidn, el cual inhibe la

ocurrencia de cambios drasticos (301, 302).

1.2.2. Genoma accesorio

Todas las cepas de una especie bacteriana poseen un conjunto conservado de genes (core) y
adicionalmente un conjunto de genes accesorios que es compartido por varias cepas, pero no
por todas. La dinamica de ganancia de genes facilitada por diversos mecanismos de
transferencia genética horizontal permite que diferentes cepas puedan poseer diferentes
conjuntos de genes. Es probable que los genes accesorios constituyan un “reservorio” que
puede ser transferido lateralmente para crear nuevas combinaciones. Se ha descrito que buena
parte del genoma accesorio frecuentemente presenta genes con anotacion no funcional o el
conocimiento de estos genes es pobre o nula (303). El genoma accesorio probablemente
proporcione funciones que no son esenciales para las actividades basicas, pero pueden conferir
ventajas selectivas que incluyen la adaptacion a determinados nichos, la resistencia a los

antibidticos y la capacidad de colonizar nuevos hospedadores (301, 304).

1.2.3. Pangenoma abierto y cerrado

Una propiedad intrinseca que describe a los pangenomas en su estado de cerrado o abierto.
Algunas especies bacterianas tienen un pangenoma “abierto” que se expande cuando nuevos
genomas son adicionados al pangenoma, mientras otras tienen pangenomas “cerrados” con
diferencias genéticas muy pequefias y que no cambia cuando nuevos genomas son adicionados
(304) (Figura 1). La definicidn de un pangenoma como abierto o cerrado responde a la capacidad
de la especie de adquirir nuevo material genético. La naturaleza abierta o cerrada de un

pangenoma esta relacionada al estilo de vida de la especie bacteriana (305).

151



Capitulo 3

=

A)

' .;(\\] ! Open pangenome
W W YN
Fangznome :'- \\-‘—/-?—)'r ! _1:. Core genoem i
jra

Closed pangenome

A
Total gene set of all strains

Mumber of sequenced strains

Figura 1. Perfil del Pangenoma. Un pangenoma puede ser abierto o cerrado. A) El pangenoma abierto
posee un contenido de genes accesorio mas abundante que en un pangenoma cerrado. B) El pangenoma
abierto se expande indefinidamente segun el nUmero de secuencias analizadas, en tanto uno cerrado
alcanza un estado casi asintdtico en donde el incremento de secuencias no aumenta el nimero total de
genes (Imagenes tomadas de Mclnerney y col., 2017)

1.3. Diversidad genémica y adaptacion

Las diferencias en el contenido genético debido a la dindmica de ganancia y pérdida de material
genético hacen que las cepas bacterianas relacionadas a un nicho especifico posean grupos de
genes exclusivamente presentes o ausentes en ellos; es decir, estos genes pueden ser la
respuesta parcial de la adaptacién local de diversos patdgenos bacterianos a particulares
hospederos o a la especializacién patogénica (306, 307). Se ha descrito que buena parte de los
genes que se transmiten horizontalmente son adaptativos, es decir pueden conferir significantes
beneficios en términos de mejor aprovechamiento de sustrato o recurso, nuevas capacidades

metabdlicas, tolerancia al stress o resistencia antimicrobiana (304, 308).

Partiendo de los estudios de pangendmica es posible determinar grupos de proteinas exclusivas
de un genoma o un conjunto de ellos una vez los genomas implicados han sido comparados
entre ellos. A grandes rasgos, es interesante determinar qué funciones pueden llevar a cabo ese
subconjunto de elementos para, de alguna manera, relacionar qué necesidades funcionales ha
desarrollado, por ejemplo, una determinada especie para ocupar un determinado nicho
ecoldgico, como seria el tracto respiratorio del paciente en este caso. Esto es especialmente
importante cuando se trata de proteinas hipotéticas. En este sentido, las bases de datos de
agrupaciones de genes ortélogos o COG (del inglés Clusters of Orthologous Genes) son de gran
utilidad ya todas aquellas proteinas que agrupan juntas presumiblemente desempefian la misma

funcién (309), permitiendo realizar una clasificacion funcional de un conjunto de proteinas o
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genes concretos al ser contrastados con estas bases de datos. De esta forma se pueden
relacionar, de alguna manera, las implicaciones ecoldgicas que se derivan de la presencia de ese
conjunto de elementos exclusivos en concreto, es decir, cdmo se han visto obligadas a

reaccionar las bacterias al ser sometidas a determinadas presiones ambientales.
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2. Objetivos

Las infecciones crénicas en FQ brindan la oportunidad de monitorear a largo plazo la batalla
entre las bacterias infectantes y la defensa inmunitaria del huésped y la terapia de intervencidn
clinica (310), y por lo tanto ofrecen un método directo para observar los mecanismos evolutivos
que ocurren in vivo. De esta forma, nos proponemos comprender los mecanismos evolutivos
que facilitan la transicion de B. contaminans de su entorno a un huésped humano, entender la
adaptacion genética de estas bacterias en las vias respiratorias y avanzar en el conocimiento de
la evolucidn de la especie durante la infeccion pulmonar crénica. Dada la falta de informacidn
gendmica disponible, para alcanzar estos objetivos debemos primero realizar un exhaustivo

estudio gendmico de aislamientos de esta especie.
Los objetivos particulares son:

1. Secuenciar, ensamblar y anotar los genomas de aislados B. contaminans recuperados
de pacientes con FQ a lo largo de la infeccién crénica, y de muestras ambientales.

2. Determinar el pangenoma y describir el tamafio y el contenido del genoma core de B.
contaminans, asi como las funciones de los genes que componen cada categoria.

3. Comparar la presencia y ausencia de genes homologos entre los aislados recuperados
de diferentes fuentes, regidn y correspondientes a distinto tipo de cepas (ST).

4. Describir los potenciales mecanismos que pueden influir en la patogenicidad de B.

contaminans y que las capacita para el proceso infeccioso.
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3. Materiales y métodos

Esta parte del trabajo se realizé en cooperacidon con el Profesor Dr. Siegfried Scherer, de la
Catedra de Ecologia Microbiana de la Universidad Técnica de Munich (TUM), y con el Dr. Antonio

Lagares del IBBM, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.

El protocolo aplicado se realizé en base al siguiente esquema de trabajo.

Coleccion Extraccion i Secuenciacion
Preparacion % 3lisi
dela |Wh| cutvo [Wp| deinow mp| TEEEEE" || deako  |mp| Ensamblafe | gy Andlisisdelas
muestra gendémico rendimiento € Novo secuencias

3.1. Cepas seleccionadas

Las cepas B. contaminans seleccionadas para secuenciar sus genomas fueron 59 aislamientos
recuperados de 13 pacientes con FQ atendidos en dos centros de referencia pediatricos de FQ
en la ciudad de La Plata, el Hospital de Nifios de La Plata "Sor Maria Ludovica" (HNLP) y el
Hospital de Nifios de Cdrdoba "Santisima Trinidad" (HST), entre 2004 y 2016. Entre los 13
pacientes, 11 transitaron o transitan actualmente una infeccién crénica por este tipo de
patdégeno (habiendo tenido al menos 3 cultivos positivos de B. contaminans documentados en
un periodo de 6 meses (245), y los otros 2 eran nifios pequefios (un bebé de 10 meses y un nifo
de 2 afios), de los cuales B. contaminans se habia aislado por primera vez (Tabla 1). Ademas, se
incluyeron 5 aislamientos clinicos de paises de Europa, Suecia, Italia y Republica Checa y 12
aislamientos recuperados del medio ambiente (entornos hospitalarios, industria farmacéutica y
otras) en Argentina, Suecia y Alemania (Tabla 1). Algunos de estos aislamientos de origen
europeo fueron comprados a las colecciones internacionales DSMZ (Coleccién alemana de

microorganismos y cultivos celulares) y LMG (Coleccién belga coordinada de microorganismos).

Para el posterior andlisis comparativo de las secuencias de los aislados B. contaminans se
descargaron del NCBI, las secuencias del genoma de referencia y de otros aislamientos (Tabla

2).
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Tabla 1. Aislamientos de Burkholderia contaminans tanto de origen clinico como ambiental utilizados en la secuenciacién del
genoma completo. Se incluye la fecha, el origen y el pais de aislamiento, asi como el tipo de secuencia (ST) para cada uno.

Fecha de Cddigo de las
Nombre Origen Pais Hospital . . ST cepas por
aislamiento .
paciente
CAMPA 242 Esputo FQ Argentina HNLP 2004 872 P1-1
CAMPA 533 Esputo FQ Argentina HNLP may-09 872 P1-2
CAMPA 187 Esputo FQ Argentina HNLP feb-06 872 P2-1
CAMPA 547 Esputo FQ Argentina HNLP oct-09 102 p2-2
CAMPA 819 Esputo FQ Argentina HNLP mar-11 872 P2-3
CAMPA 834 Esputo FQ Argentina HNLP jul-11 872 P2-4
CAMPA 184 Esputo FQ Argentina HNLP abr-05 872 P3-1
CAMPA 186 Esputo FQ Argentina HNLP oct-05 872 P3-2
CAMPA 181 Esputo FQ Argentina HNLP ago-08 872 P3-3
CAMPA 816 Esputo FQ Argentina HNLP mar-11 102 P3-4
CAMPA 1439 Esputo FQ Argentina HNLP ago-14 872 P3-5
CAMPA 1516 Esputo FQ Argentina HNLP nov-14 872 P3-6
CAMPA 1563 Esputo FQ Argentina HNLP abr-15 872 P3-7
CAMPA 1726 Esputo FQ Argentina HNLP may-16 872 P3-8
CAMPA 188 Esputo FQ Argentina HNLP oct-09 872 P4-1
CAMPA 988 Esputo FQ Argentina HNLP mar-12 STI-1 P4-2
CAMPA 1002 Esputo FQ Argentina HNLP ago-12 872 P4-3
CAMPA 1013 Esputo FQ Argentina HNLP sep-12 STI-1 P4-4
CAMPA 514 Esputo FQ Argentina HNLP sep-08 872 P5-1
CAMPA 652 Esputo FQ Argentina HNLP may-10 872 P5-2
CAMPA 1171 Esputo FQ Argentina HSM dic-12 STI-2 P5-3
CAMPA 1614 Esputo FQ Argentina HSM ago-15 872 P5-4
CAMPA 1615 Esputo FQ Argentina HSM ago-15 872 P5-5
CAMPA 1203 Esputo FQ Argentina HNLP ago-13 872 P6-1
CAMPA 1450 Esputo FQ Argentina HNLP sep-14 872 P6-2
CAMPA 1579 Esputo FQ Argentina HNLP jun-15 872 P6-3
CAMPA 1613 Esputo FQ Argentina HNLP jul-15 872 P6-4
CAMPA 1654 Esputo FQ Argentina HNLP oct-15 872 P6-5
CAMPA 1676 Esputo FQ Argentina HNLP dic-15 872 P6-6
CAMPA 1732 Esputo FQ Argentina HNLP may-16 872 P6-7
CAMPA 1745 Esputo FQ Argentina HNLP jul-16 872 P6-8
CAMPA 1749 Esputo FQ Argentina HNLP ago-16 872 P6-9
CAMPA 1769 Esputo FQ Argentina HNLP sep-16 872 P6-10
CAMPA 250 Esputo FQ Argentina HNLP 2004 872 P7-1
CAMPA 516 Esputo FQ Argentina HNLP oct-08 872 P7-2
CAMPA 1517 Esputo FQ Argentina HNLP nov-14 102 P8-1
CAMPA 1670 Esputo FQ Argentina HNLP nov-15 102 P8-2
CAMPA 1766 Esputo FQ Argentina HNLP ago-16 102 P8-3
CAMPA 529 Esputo FQ Argentina HNLP abr-09 872 P9-1
CAMPA 686 Esputo FQ Argentina HNLP dic-10 872 P9-2
CAMPA 688 Esputo FQ Argentina HST oct-09 872 P10-1
CAMPA 689 Esputo FQ Argentina HST ene-10 872 P10-2
CAMPA 867 Esputo FQ Argentina HST dic-10 872 P10-3
CAMPA 1827 Esputo FQ Argentina HST sep-12 872 P10-4
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CAMPA 1828
CAMPA 315
CAMPA 423
CAMPA 424
CAMPA 426
CAMPA 432

CAMPA 1818

CAMPA 1819
CAMPA 563
CAMPA 852

CAMPA 1812

CAMPA 1821

CAMPA 1822

CAMPA 1773

CAMPA 1809

LMG16227
LMG23253
LMG23255

CCUG54369
CCUG59607
CAMPA 320
CAMPA 472

5242
6568
6664
6666
6808
6810
6812

CCUG58711
CCUG59019
CCUG59223

Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Tracto respiratorio FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Esputo FQ
Agua de Hemodialisis
Agua de Hemodialisis
Industria Farmacéutica
Industria Farmacéutica
Industria Farmacéutica
Industria Farmacéutica
Industria Farmacéutica
Industria Farmacéutica
Industria Farmacéutica
Equipamiento Industria
Equipamiento Industria
Agua de Industria

Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Suecia
Italia
Rep. Checa
Suecia
Suecia
Argentina
Argentina
Alemania
Alemania
Alemania
Alemania
Alemania
Alemania
Alemania
Suecia
Suecia
Suecia

HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HST
HNLP
HNLP

HST
HST

oct-12
ene-05
may-06
jun-06
jul-06
sep-06
oct-08
dic-08
ago-09
ago-11
may-14
jul-14
sep-14
oct-16
nov-16
1995
1997
2005
feb-07
mar-10
2005
oct.07
2008
2009
2009
2009
2009
2009
2009
sep-09
dic-09
ene-10

872 P10-5
872 P11-1
872 P11-2
872 P11-3
872 P11-4
872 P11-5
872 P11-6
872 P11-7
872 P11-8
872 P11-9
872 P11-10
872 P11-11
872 P11-12
102 P12
482 P13
STI-3
102
102
STI-3
STI-3
482
482
102
482
102
102
102
102
102
482
102
102

Tabla 2. Aislamientos cuyas secuencias estan depositadas en el GenBank y fueron descargadas para utilizarlas en los analisis
comparativos de los genomas de Burkholderia contaminans. Se incluye la fecha, el origen, pais de aislamiento y el nimero de
acceso, asi como el tipo de secuencia (ST) para cada uno.

CEPA PAIS ORIGEN Numero de acceso .Fechzi\ de
GenBank aislamiento

LMG23361T Espafa Leche de oveja con mastitis GCA_000987075.1 2000 102
LTEB Brasil Medio mineral con aceite vegetal GCA _001865715.1 2002 STI-4
FFH2055 Argentina Esputo FQ GCA_000987055.1 jul-05 872
MS14 EE.UU. Suelo GCA_001029145.1 2005 910
FFI-28 Argentina Industria farmacéutica GCA _001720405.1 2010 102
FL-1-2-30-S1-DO EE.UU. Suelo GCA_003704285.1 2012 STI-5
CH-1 Japon Medio nutritivo contaminado GCA_004723625.1 - 102
ZCcC China Suelo GCA_007724625.1 ago-17 102

157



Capitulo 3

3.2. Secuenciacion y ensamblaje de genomas

La secuenciacidon de las muestras de ADN gendmico se llevd a cabo en el instituto ZIEL de la

Universidad técnica de Munich, en Alemania, con dos plataformas de secuenciacién lllumina

distintas.

[llumina es un método de secuenciacion de nueva generacion basado en un tipo de amplificacion

conocida como PCR de puente. Esta tecnologia estd basada en secuenciacidn por sintesis

(sequencing by synthesis, SBS) con nucleétidos marcados con florocromos y terminadores

reversibles, permitiendo asi una secuenciacién masiva y paralela en millones de fragmentos de

ADN (311).

Como se observa en la Figura 2, la secuenciacién de lllumina consta de las siguientes etapas:

1.

Preparacion del ADN gendmico: son muestras de fragmentos aleatorios de DNA de
doble cadena ligado a adaptadores 5’ y 3’. Estos adaptadores son complementarios a
oligos fijados en la superficie de la celda.

Generacion del cluster: se desnaturaliza el ADN y este se une a la celda formando
puentes mediante la hibridacidn con los oligos. Estos cebadores fueron inmovilizados
en la superficie de celdas y presenta el DNA accesible para las enzimas mientras asegura
una alta estabilidad de los moldes ligados a una superficie y uniones no especificas de
nucledtidos etiquetados con fluorocromos (312).

Amplificacidon: cada fragmento es amplificado y la amplificacion en fase sélida crea hasta
1.000 copias idénticas de cada molde de moléculas. La amplificacidn se realiza por PCR
de puente, es decir que la enzima incorpora nucleétidos para construir puentes de
cadena doble hebra en la superficie sélida (312).

Secuenciacidn por sintesis (SBS): se secuencian cadenas molde de DNA por ciclos
repetidos en los que se va afiadiendo cada base de forma individual. La tecnologia SBS
de Illumina utiliza cuatro terminadores reversibles, cada uno marcado con un fluoréforo
diferente, de forma que se detecta cada base cuando son incorporadas a las cadenas
moldes de DNA. Los cuatro terminadores reversibles se encuentran ligados a los
nucledtidos y bloquean la polimerizacién, por lo que la enzima polimerasa solo puede
afadir una base a cada cadena de DNA que se estd sintetizando. Al anadirse los
nucledtidos simultdneamente y no secuencialmente, se produce una competencia
natural por lo que se minimizan los errores de incorporacion. Como las bases
individuales se anaden a todos los moldes de una manera uniforme, el proceso de

secuenciacién produce unas secuencias de DNA de longitud uniforme. El resultado es
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una secuenciacion base a base muy precisa que elimina virtualmente los errores
especificos de la secuencia, permitiendo asignaciones de bases fuertes entre el genoma,
incluyendo regiones de secuencias repetidas y homopolimeros. De esta forma, se
consiguen secuenciar los millones de clusteres de la superficie de la celda al mismo
tiempo. Después de cada ciclo de incorporacién, se eliminan los terminadores y se
determina la identidad de la base insertada por la excitacién inducida por laser de los
fluoréforos y la consiguiente formacion de imagenes que se registran. La asignacién de
bases estd hecha directamente de las medidas de intensidad de sefial durante cada ciclo,
lo cual reduce las tasas de error comparado con otras tecnologias (312).

5. Desnaturalizacion: se generan moldes de cadena sencilla.

Adaptador
ey, o’ T N
e - P l_:‘x
o y. : —  Oligonuciedtidos
™ — \
o . Adaptador
.'::g: P ;

Preparacion de ADN genémico
Adaptadores son ligados a los

Adaptadores i g |
€ L0 |._/

) ] * Ligacion de ADN a la superficie
. Los adaptadores ayudan a la

extremos del ADN ligacion del ADN a la superficie

Nuciedtidos I

L Amplificacion tipo Desnaturalizacion
1 puente Iy
| Se afladen nucledtidos
y enzima polimerasa
para Iniciar la
amplificacion

Figura 2. Pasos de la secuenciacién por sintesis de Illumina.

3.2.1. Extraccion de ADN

Las cepas se cultivaron en placas de agar LB y se incubaron a 37 °C durante 24 hs. Luego, se
seleccionaron colonias aisladas del cultivo fresco para continuar con la extraccion del ADN

gendmico (Figura 3).
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Resuspender
en Buffer ATL

Placa de Agar LB incubar a 95 °C, 5 min. + RNasa A
37°C, 24 hs. + proteinasa K Incubar o temp. ambiente, 2 min.
Homogeneizar + Buffer Al
incubar a 56 °C, 4 hs. Incubar a 70 °C, 30 min.

+etanol ) ;
Repetir para incrementar la

cantidad de ADN recuperado

Aplicar la mezcla en la

columng QUMD Pasos de lavado /\
Incubar a temp. amb., 5 min.
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— —_— R
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Descartar | — Descartar
el filtrado | Descartar el filtrado Preservar
....................... : el filtrado \/ Blsliide
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Figura 3. Protocolo de extraccion de ADN gendmico para bacterias gram negativas utilizando el QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania).

La extraccion del ADN gendmico se llevd a cabo utilizando el QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo para bacterias gram negativas como se puede observar

en la Figura 3 y se detalla a continuacion:

1. Remover las colonias (1 -2 anzas) de la placa de cultivo con el anza y resuspender en 180
uL de Buffer ATL (suministrado en el QlAamp DNA Mini Kit) con agitacién vigorosa.
Incubar la muestra a 95 °C durante 5 min.

2. Agregar 20 pL de proteinasa K, homogeneizar con la ayuda de un vértex e incubar a 56
°C durante 4 hs. Vortexear ocasionalmente durante la incubacién para dispersar la
muestra.

3. Centrifugar brevemente el tubo de 1,5 mL para eliminar las gotas del interior de la tapa.

4. Agregar 10 pL de RNasa A (10 mg/mL), mezclar con vértex durante 15 s e incubar
durante 2 minutos a temperatura ambiente (15-25 °C). Centrifugar brevemente el tubo
de 1.5 mL para eliminar las gotas del interior de la tapa antes de agregar 200 pL de Buffer
AL a la muestra. Mezclar de nuevo mediante vértex durante 15 s e incubar a 70 °C
durante 30 min. Centrifugar brevemente el tubo para eliminar las gotas del interior de
la tapa. Es esencial que la muestra y el Buffer AL estén mezclados dando una solucién

homogénea. Un precipitado blanco puede formarse al agregar el Buffer AL. En la
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mayoria de los casos, éste se disolverad durante la incubacién a 70 °C, aunque no
interfiere con el procedimiento.

5. Agregar 200 pL de etanol (96—100 %) a la muestra y mezclar con vértex durante 15 s.
Después de mezclar, centrifugar brevemente el tubo de 1,5 mL para extraer las gotas
del interior de la tapa. Es esencial que la muestra, el buffer Ay el etanol se mezclen bien
para dar una solucion homogénea. Un precipitado blanco puede formarse por la adicién
del etanol. Es imprescindible colocar todo el precipitado a la columna QlAamp.

6. Aplicar cuidadosamente la mezcla del paso 5 (incluido el precipitado) en la columna
QlAamp (la cual se encuentra en un tubo de 2 mL) sin humedecer el borde. Cerrar la
tapa y centrifugar a 6000 g (8000 rpm) durante 1 min. Colocar la columna en un tubo
limpio de 2 mL, y desechar el tubo que contiendo lo filtrado. Cerrar cada columna para
evitar la formacidn de aerosol durante la centrifugacion. La centrifugacion se realiza a
6000 g para reducir el ruido. Si la solucidn no ha pasado completamente a través de la
membrana, centrifugar de nuevo a una mayor velocidad hasta que pase toda la solucidn
ya que no afectard el rendimiento o la pureza del ADN.

7. Abrir con cuidado la columnay agregar 500 pL de Buffer AW1 sin mojar el borde. Cerrar
la tapa y centrifugar a 6000 g durante 1 min. Colocar la columna en un tubo limpio de 2
mL y desechar el tubo de recoleccién que contiene el filtrado.

8. Abrir con cuidado la columnay agregar 500 pL de Buffer AW2 sin mojar el borde. Cerrar
la tapa y centrifugar a toda velocidad (20.000 g; 14.000 rpm) durante 3 min.

9. Recomendado: Colocar la columna en un nuevo tubo de 2 mL y desechar el tubo de
recoleccion viejo con el filtrado. Centrifugar a toda velocidad durante 1 min. Este paso
ayuda a eliminar la existencia de posible Buffer AW2 arrastrado.

10. Colocar la columna en un tubo limpio de 1,5 mL, y desechar el tubo de recoleccién que
contiene el filtrado. Abrir con cuidado la columna y agregar 100 pL de agua destilada.
Incubar a temperatura ambiente durante 5 min y luego centrifugar a 6000 g (8000 rpm)
durante 1 min.

11. Tomar el agua del filtrado y repetir el paso 10.

El ADN se cuantificé con un fluorémetro Qubit® 2.0 utilizando el ensayo Qubit® dsDNA HS (Life
Technologies, Carlsbad, US-CA) cuando la cantidad no era suficiente, se repitid la extraccion

(Figura 4).
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Reactivos a temperatura

Estandares del kit

ambiente m M 1. Vortexear todos los tubos por 2 -3 seg.
bt )
& l i 2. Incubar a temp. ambiente por 2 min.
bl N N 3. Leer los tubos en el fluordmetro Qubit.
' 10pL) 104,
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trabajo | Volumen
iQuant™ 150-199 L final = 200 pl

Figura 4. Técnica de preparacién de las muestras para medir con el fluorémetro Qubit® 2.0

Las muestras se mantuvieron congeladas a -20 2C hasta el momento de su utilizacién.

3.2.2. Preparacion de la biblioteca y secuenciacidn de alto rendimiento

La preparacion del ADN gendmico se llevd a cabo con el protocolo TruSeq DNA PCR-Free, en el
cual el flujo de trabajo se ha simplificado gracias a la eliminacién del paso de amplificacién PCR
y a la sustitucién de la seleccién de tamafo basada en gel por la seleccién basada en perlas

(Figura 5).
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La confeccién de bibliotecas comienza por el ADN gendmico, P
que se fragmenta posteriormente.
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- - - [\ o
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Los adaptadores de indice se ligan a los fragmentos y el

Se selecciona el tamafio de los fragmentos con precision
producto final queda listo para la generacion de grupos.

. mediante perlas de purificacion de muestras.
Figura 5. Flujo de trabajo sin PCR de ADN TruSeq: El flujo de trabajo sin PCR de ADN TruSeq ofrece
ligadura de adaptadores, con lo que se obtienen productos listos para secuenciar sin amplificacion PCR.
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3.2.2.1. Plataforma de secuenciacion lllumina HiSeq

La preparacion de la biblioteca se realizé siguiendo la version del kit de preparacién lllumina
TruSeg® DNA PCR-Free Sample para 96 muestras (High Throughput), la cual se describe a

continuacion:

Sellado de la placa: siempre sellar la placa de 96 pocillos con el film sellador antes de los

siguientes pasos en el protocolo:

- Pasos de agitacion
- Pasos de centrifugacion
- Pasos de ciclos térmicos

Aplicar el film sellador para cubrir la placa y adherirlo con un rodillo de goma.
I. Fragmentacion del ADN

1. Cuantificar el ADN gendmico (ADNg) utilizando el fluorémetro Qubit 2.0 de acuerdo con
la version 0.0.1 "Medicién de la concentracion de ADN usando el fluorémetro
Qubit 2.0".

2. Normalizar las muestras de ADNg a un volumen final de 55 uL en tubos de 1,5 mL (40
ng/ulL para un tamafio de inserto de 550 pb).

3. Transferir 52,5 L de muestras de ADN a tubos Covaris separados.

4. Fragmentar el ADN utilizando la siguiente configuracién de Covaris.

- Sistema Covaris S220

- Factor “Duty” 5%

- Pico/potencia mostrada 175 Watt

- Ciclos/Rafaga 200

- Duracién 25 segundos

- Modo Frecuencia de barrido
- Temperatura 5,5-6

5. Centrifugar los tubos de Covaris.

6. Transferir 52,5 plL del sobrenadante de cada tubo Covaris a un nuevo tubo de 1,5 mL.

7. Antes de la etapa Il transferir exactamente 50 pL de ADNg al pocillo correspondiente de
una placa de 96 pocillos de 1,2 mL CSP (Clean Up Sheared DNA Plate).

Il. Purificacidn el ADN fragmentado

1. Vortexear las perlas de purificacién de muestras (SPB) hasta que estén bien dispersas.
2. Agregar 80 uL de SPB a cada pocillo y mezclar pipeteando cuidadosamente hacia arriba

y hacia abajo.
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10.

11.
12.
13.

Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el liquido esté claro (~ 8
minutos).

Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo.

Lavar 2 veces como se detalla a continuacion:

a) Agregar 200 pL de EtOH al 80 % fresco a cada pocillo.

b) Incubar en el soporte magnético durante 30 segundos.

c) Retirary desechar todo el sobrenadante de cada pocillo.

Usar una pipeta de 20 uL para eliminar el EtOH residual de cada pocillo.

Secar al aire en el soporte magnético durante 5 minutos.

Afadir 52,5 ulL del buffer de resuspensiéon (RSB) a cada pocillo.

Remover del soporte magnético y mezclar pipeteando cuidadosamente hacia arriba y
hacia abajo.

Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos.

Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el liquido esté claro (2—5 minutos).
Transferir 50 pL de sobrenadante al pocillo correspondiente de una placa de 96 pocillos

de 0,2 mL IMP (Insert Modification Plate).

lll. Reparacién de los extremos

1
2
3.
4
5.

6.
7.

Centrifugar el control de reparacién (CTE) a 600 g durante 5 segundos.

Agregar 10 plL de CTE a cada pocillo.

Centrifugar la mezcla de reparacién (ERP2 o ERP3) a 600 g durante 5 segundos.
Agregar 40 uL de ERP2 o ERP3 a cada pocillo y mezclar cuidadosamente pipeteando
hacia arriba y hacia abajo.

Colocar en la cicladora de PCR a 30 °C durante 30 minutos y luego colocar en hielo.
Centrifugar a 280 g durante 1 minuto.

Transferir el contenido de la placa de PCR (100 pL) a una placa de 96 pocillos de 1,2 mL.

IV. Seleccion del tamario de la biblioteca

Remocidn de los fragmentos largos de ADN

1.
2.

Vortexear las SPB hasta que estén bien dispersas.

Diluir SPB (1:1) con agua ultra pura de PCR a 160 puL cada 100 pL de muestra con los
extremos reparados, utilizando un nuevo tubo cénico de 15 mL.

Determinar los voliumenes utilizando las siguientes férmulas, las cuales incluyen un

exceso del 15 % para multiples muestras.
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8.

SPB # de muestras x 92 ulL
Agua ultra purade PCR # de muestras x 92 plL

Agitar en vortex las SPB diluidas hasta que estén bien dispersas.

Agregar 160 uL de SPB diluidas a cada pocillo y mezclar pipeteando cuidadosamente
hacia arriba y hacia abajo.

Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el liquido esté claro (~ 5 minutos).
Transferir 2 veces 125 uL sobrenadante al pocillo correspondiente de la placa de 96
pocillos de 1,2 mL CEP (Clean Up End Repair Plate).

Desechar las SPB diluidas restantes.

Remocidn de los fragmentos cortos de ADN

1.

@ v W

10.

11.
12.
13.

Agitar en voértex las SPB sin diluir hasta que estén bien dispersas.

Afadir 30 pL SPB sin diluir a cada pocillo y mezclar cuidadosamente pipeteando hacia
arriba y hacia abajo.

Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el liquido esté claro (~ 5 minutos).
Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo.

Lavar 2 veces como se detalla a continuacion:

a) Agregar 200 uL de EtOH al 80 % fresco a cada pocillo.

b) Incubar en el soporte magnético durante 30 segundos.

c) Retirary desechar todo el sobrenadante de cada pocillo.

Usar una pipeta de 20 uL para eliminar el EtOH residual de cada pocillo.

Secar al aire en el soporte magnético durante 5 minutos.

Afadir 17,5 uL de RSB a cada pocillo.

Remover del soporte magnético y mezclar cuidadosamente con la pipeta hacia arriba y
abajo.

Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos.

Colocar en el soporte magnético y esperar hasta que el liquido esté claro (~ 5 minutos).
Transferir 15 uL de sobrenadante al pocillo correspondiente de la placa de 96 pocillos

de 0,2 mL ALP (Adapter Ligation Plate).

Si se desea frenar en este paso, sellar la placa y almacenarla a una temperatura entre -25y -

15 °C durante un maximo de 7 dias.
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V. 3’Adenilacion

1
2
3.
4

6.

Centrifugar el control A-taling (CTA) a 600 g durante 5 segundos.

Agregar 2,5 pL de CTA a cada pocillo.

Centrifugar la mezcla A-taling (ATL o ATL2) a 600 g durante 5 segundos.

Afadir el 12,5 puL de ATL o ATL2 a cada pocillo y mezclar cuidadosamente con la pipeta
hacia arriba y abajo.

Incubar de la siguiente manera.

a) Colocar en el ciclo térmico de PCR a 37 °C con la tapa cerrada durante 30 minutos.
b) Pase al ciclo térmico de PCR de 70 °C con la tapa cerrada durante 5 minutos.

c) Colocar en hielo durante 5 minutos.

Centrifugar a 280 g durante 1 minuto.

VI. Ligacién del adaptador

1.

Retirar la tapa selladora de la placa de 96 pocillos que contiene los adaptadores de ADN

(DAP).

Centrifugar la DAP a 280 g por 1 minuto

Preparar la DAP de la siguiente manera.

a) Retirar la cubierta de plastico. Guardar la cubierta si no se esta procesando toda la
placa al mismo tiempo.

b) Aplicar el cddigo de barras DAP.

c) Colocarla DAP enla mesada de trabajo. El cédigo de barras del nimero de pieza, en
el lado largo de la placa, debe estar hacia usted y la esquina recortada debe estar en
la parte inferior izquierda.

d) Siusasolo una parte de la placa, usar la parte inferior de una tira limpia de 8 tubos,
con tapas fijas, para perforar la cubierta de los orificios de los pocillos utilizados para
la ligacion. Repetir con una nueva tira limpia de 8 tubos, con tapas cerradas, para
cada fila o columna de adaptadores utilizados para la ligacion.

Centrifugar el control de ligacién (CTL) a 600 g durante 5 segundos.

Retirar la mezcla de ligacion 2 (LIG2) del almacenamiento (-25 a -15 °C).

Adicionar los siguientes reactivos en el orden listado a cada pocillo, y luego mezclar bien

de la siguiente manera.

ADN 3'adenilado del paso V 30 uL

CcTL 2,5 ul
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VIiL.

10.

11.

LIG2 2,5uL
Adaptadores de ADN 2,5 uL
Total 37,5 uL

Mezclar cuidadosamente pipeteando hacia arriba y hacia abajo.

Colocar en la termocicladora de PCR a 30 °C con la tapa cerrada durante 10 minutos y
luego en hielo.

Centrifugar a 280 g durante 1 minuto.

Centrifugar el buffer de stop de la ligacion (STL) a 600 g durante 5 segundos.

Agregar 5 uL de STL a cada pocillo y mezclar pipeteando cuidadosamente hacia arriba y
hacia abajo.

Transferir el contenido de la placa ALP (exactamente 40 puL) a una nueva placa de 96

pocillos de 1,2 mL.

Purificacion

@ »n W

10.

11.
12.
13.

Vortexear las SPB hasta que estén bien dispersas.

Agregar 40 uL de SPB para cada mezcla de pocillo pipeteando cuidadosamente hacia
arriba y hacia abajo.

Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el liquido esté claro (2—5 minutos).
Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo.

Lavar 2 veces como se detalla a continuacion:

a) Agregue 200 pL de EtOH al 80 % fresco a cada pocillo.

b) Incubar en el soporte magnético durante 30 segundos.

c) Retirary desechar todo el sobrenadante de cada pocillo.

Usar una pipeta de 20 uL para eliminar el EtOH residual de cada pocillo.

Secar al aire en el soporte magnético durante 5 minutos.

Afadir 52,5 uL de RSB a cada pocillo.

Retirar del soporte magnético y mezclar pipeteando cuidadosamente hacia arriba y
hacia abajo.

Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos.

Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el liquido esté claro (2—5 minutos).
Transferir 50 uL de sobrenadante al pocillo correspondiente de la placa de 96 pocillos

de 1,2 mL CAP (Clean Up ALP Plate).
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14. Adicionar 50 uL de SPB a cada pocillo y mezclar pipeteando cuidadosamente hacia
arriba y hacia abajo.

15. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

16. Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el liquido esté claro (2—5 minutos).

17. Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo.

18. Lavar 2 veces como sigue.
a) Agregue 200 u | de EtOH al 80 % fresco a cada pocillo.
b) Incubar en el soporte magnético durante 30 segundos.
c) Retirary desechar todo el sobrenadante de cada pocillo.

19. Usar una pipeta de 20 pL para eliminar el EtOH residual de cada pocillo.

20. Secar al aire en el soporte magnético durante 5 minutos.

21. Afadir 22,5 uL de RSB a cada pocillo.

22. Retirar del soporte magnético y mezclar pipeteando cuidadosamente hacia arriba y
hacia abajo.

23. Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos.

24. Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el liquido esté claro (2—5 minutos).

25. Transferir 20 uL de sobrenadante al pocillo correspondiente de la placa “Hard-shell” de
96 pocillos de 0,3 mL TSP1 (Target Sample Plate).

Si se desea frenar en este paso, sellar la placa y almacenarla a una temperatura entre -25y -

15 °C durante un maximo de 7 dias.
VIII. Validacion de la biblioteca
Cuantificacion:

Para este tipo de preparacion de bibliotecas, high-throughput, se lleva a cabo la cuantificacion

por triplicado con qPCR en formato de 384 pocillos.

Control de calidad: se verificar el tamafio del fragmento al examinar la distribucion del tamano

de la biblioteca utilizando el bioanalizador Agilent 2100.

1. Diluir la biblioteca de ADN 1:5 con agua.
2. Ejecutar 1 ulL de biblioteca de ADN diluida en un chip de ADN de alta sensibilidad.

IX. Normalizacidn y unidn de las bibliotecas.

1. Transferir 5 plL de la biblioteca al pocillo correspondiente de la placa de 96 pocillos de

0,2 mL DCT (Diluted Cluster Template).
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2. Normalizar la concentracién de la biblioteca con Tris-HCI 10 mM, pH 8.5 con 0.1 %
Tween 20 a 2 nM, y luego mezclar bien pipeteando hacia arriba y hacia abajo.

3. Transferir 5 puL de cada columna de la biblioteca normalizada a la columna 1 de la placa
de 96 pocillos de 0,3 mL PDP (Pooled DCT Plate) y luego mezclar pipeteando
cuidadosamente hacia arriba y hacia abajo.

4. Transferir el contenido de la columna 1 al pocillo A2.

5. Meazclar pipeteando cuidadosamente hacia arriba y hacia abajo.

6. Proceder ala generacion del cluster.

Secuenciacion del genomay demultiplexacién

La secuenciacién de la libreria se llevé a cabo utilizando la plataforma de secuenciacién HiSeq
2500 (lllumina, Inc., San Diego, US-CA) en el modo de extremo emparejado de 225 nucledtidos
(nt). Después de la secuenciacidn, los datos de lectura de las bibliotecas agrupadas se
demultiplexaron utilizando el software integrado MiSeq Reporter (v2.3.32) de la plataforma de

secuenciacion.

3.2.2.2. Plataforma de secuenciacion lllumina MiSeq

La preparacion de la biblioteca se realizé siguiendo la version modificada del kit de preparacién
[llumina TruSeq® DNA PCR-Free Sample (313). También hay que tener en cuenta que el kit que
se compré era para 24 muestras (Low Throughput), entonces se utilizaron siempre tubos
eppendorf de 1,5 mL en vez de placas de 96 pocillos. Las modificaciones al protocolo original

descripto con anterioridad se describen a continuacién:

La preparacion de la biblioteca de ADN se realizé siguiendo una versién modificada del
procedimiento Illlumina TruSeq® PCR-free (con tamafio de inserto de 550 bps). Las
modificaciones a la preparacién original se introdujeron en los siguientes pasos: fragmentacion

del ADN, seleccién del tamafio del fragmento y cuantificacion final de la biblioteca.
I. Fragmentacion del ADN

A diferencia del protocolo original, la fragmentacién del ADN se inicié con 52.5 ul de ADN a una

concentracién de 75 ng/ul en lugar de 40 ng/ul.
Il. Primera seleccidn del tamafio de fragmento

50 ul de RB se afiadieron a los 50 pl de ADN fragmentado contenidos en un tubo de 1,5 mLy
posteriormente, se afiadieron 50 plL de SPB 1X. La solucién se mezclé cuidadosamente mediante
pipeteo repetido y se incubd durante 5 min. En este paso, la relacidon en volumen de ADN a

perlas utilizada es 100:50 (£2: 1). Con esta relacion, los fragmentos de ADN demasiado largos
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para esta categoria se unieron a las perlas magnéticas. Después de la granulacion de las perlas
inducida por el iman durante 3 minutos, 147 ul del sobrenadante claro fueron
transferidos. Luego 88,2 pl de RB se afiadieron al sobrenadante junto con 49 pl de SPB 2X. En
este caso, 2X corresponde al doble de la concentracidn de perlas magnéticas por volumen del
buffer en el que se las resuspende. El uso de una mayor concentracién de particulas de perlas
permite capturar mayor nimero de fragmentos de ADN de la longitud que se desea para mas
adelante. De nuevo, la solucidén se mezclé cuidadosamente mediante pipeteo repetido. Con esta
relacidn, los fragmentos de ADN demasiado cortos para esta categoria permanecieron en el
sobrenadante, mientras que los fragmentos de ADN dentro del rango de longitud deseado se
unieron a las perlas magnéticas. Después de 5 min de incubacién y de granulacién inducida por
el iman durante 3 min se descartd el sobrenadante transparente. El sedimento de perlas
restante se lavd dos veces con 200 pl etanol 80 % fresco sin resuspender mientras se mantiene
el tubo en el soporte magnético. Después del segundo lavado con etanol, el sedimento de perlas

se seco al aire durante 5 min. Finalmente, el ADN fragmentado se resuspendié en 52 pl de RB.
lll. Reparacién de los extremos

La reaccion de reparacion de los extremos (75 pl) contenia 50 uL de ADN del tamafio
seleccionado, 5 ul de CTE y 20 pl de la mezcla de reparacion final. La reaccién enzimatica se llevé

a cabo en la cicladora de PCR a 30 °C.
IV. Segunda seleccion del tamano de fragmento

La segunda seleccidon de tamafio se realizd con las mismas proporciones que la primera. Se
transfirieron 70 pl a un tubo nuevo de 1,5 mL, se afiadieron 30 pul de RB y posteriormente, 50 pL
de SPB 1X. La solucién se mezclé cuidadosamente mediante pipeteo repetido y se incubd
durante 5 min. Después de la granulacidn de las perlas inducida por el iman durante 3 minutos,
147 pl del sobrenadante claro fueron transferidos. Luego 88,2 ul de RB se afadieron al
sobrenadante junto con 49 pl de SPB 2X. De nuevo, la solucién se mezcléd cuidadosamente
mediante pipeteo repetido. Después de 5 min de incubacidn y de granulacién inducida por el
iman durante 3 min se descarté el sobrenadante transparente. El sedimento de perlas restante
se lavé dos veces con 200 pl etanol 80 % fresco sin resuspender mientras se mantiene el tubo
en el soporte magnético. Después del segundo lavado con etanol, el sedimento de perlas se seco

al aire durante 5 min. Finalmente, el ADN fragmentado se resuspendié en 19 pl de RB.
V. Validacién de la biblioteca Parte 1

Se midio la concentracién de ADN con el fluorometro Qubit® 2.0 (ensayo Qubit® dsDNA HS) a

~21 °C (temperatura ambiente) usando 1 ul de ADN. Luego, 2 ul de ADN se diluyeron hasta una
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concentracion final de ~ 0.3 ng/ul. El tamafio promedio de los insertos de la biblioteca en bps se
verifico por triplicado, ejecutando 1 pl de ADN diluido utilizando un chip de ADN Agilent de alta
sensibilidad y un instrumento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, US-CA) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El promedio de los tres tamafios de inserto
promedio de biblioteca verificados de forma independiente se definid como el tamafio de

inserto promedio inferido por el bioanalizador (AISBio).
VI. 3’Adenilacién

La reaccion de adenilacion (22,5 pl) contenia 15 pl de ADN del tamafio seleccionado, 1,25 pl del
control A-tailing y 6,25 ul de mezcla A-tailing y se llevd a cabo en un ciclo térmico de PCR a 37
°C durante 35, seguido de la inactivacidon enzimatica durante 5 min a 70 °C. Finalmente, la

reaccién se mantuvo en hielo durante 5 minutos.
VII. Ligacién del adaptador

La reaccion de ligacion del adaptador (26,25 ul) contenia 22,5 pl de ADN 3'adenilado, 1,25 pl de
control de ligacidn, 1,25 pl de mezcla de ligacién 2y 1,25 pl de solucién de adaptadores de ADN,
y se llevd a cabo en un ciclo térmico de PCR a30 °Cdurante 12 minutos. Finalmente, la

inactivacion de la enzima se logré mediante la adicidn de 2,5 ul de buffer de stop de la ligacién.
VIIl. Purificacién final de la biblioteca

25 pl de reaccion de ligacion del adaptador se purificaron dos veces. Cada vez 25 uL SBP se
afiadieron a la reaccion (relacidn 1:1). La reaccién se mezclé cuidadosamente mediante pipeteo
repetido. Después de 5 min de incubacion, las perlas se sedimentaron (inducidas por el iman)
durante 3 min. Posteriormente, se desechd el sobrenadante claro y el pellet se lavé dos veces
con 200 pl de etanol 80 % fresco sin resuspender mientras se mantuvo el tubo en el soporte
magnético. Después del segundo lavado con etanol, el sedimento de perlas se secé al aire
durante 5 min. Después de la primera purificacion, el ADN se resuspendié en 25 ul de

RB. Después de la segunda purificacion, el ADN se resuspendio en 15 pl de RB.
IX. Validacién de la biblioteca Parte 2

Se midié la concentracién de ADN (ensayo Qubit® dsDNA HS) por triplicado utilizando 1 ul de la
biblioteca de secuenciacién final cada vez. El promedio de las tres mediciones independientes

se definié como la concentracién de ADN de la biblioteca (conc).

La concentracion molar de las primeras bibliotecas de secuenciacién final se estimé tomando el
tamafio de inserto promedio inferido por el Bioanalyzer en bps (AlISBio) de cada biblioteca como

su tamafio de inserto promedio real en bps (AIS). Luego, se calculé la molaridad de cada
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biblioteca final (hM) dependiendo de la concentracién de ADN de la biblioteca en ng/ul (conc) y

el tamafio promedio real del inserto en bps (AIS).

Posteriormente, la molaridad de cada biblioteca final (nM) se multiplicé por un factor de 1.3
antes de diluir a grupos de bibliotecas con el onjetivo de corregir una desestimacién por parte

del Bioanalyser de las distribuciones del tamafio de los insertos.
X. Normalizacién y unién de las bibliotecas.

Antes de la secuenciacidn, las bibliotecas finales se diluyeron a 1 nM. Se unieron las bibliotecas
diluidas y un volumen igual (relacién 1:1) de NaOH 0,1 N fresco se afiadio. El pool de bibliotecas
fue mezclado cuidadosamente mediante pipeteo repetido seguido de una incubacién durante
5 min en un bloque térmico a 98 °C. Después de la incubacién, la mezcla se colocd en hielo
inmediatamente y un volumen igual de HCI 0,1 N fresco y frio (proporcién 1:1:1) se afiadié. Una
vez mas, la mezcla fria se mezclé cuidadosamente mediante pipeteo repetido. Finalmente, la
mezcla se diluyd con buffer de hibridacidon previamente enfriado hasta la molaridad deseada

(pMol) para la secuenciacion.
Secuenciacion del genomay demultiplexacién

La secuenciacion de la libreria se llevd a cabo utilizando la plataforma de
secuenciacién MiSeq (lllumina, Inc., San Diego, US-CA). Las bibliotecas se secuenciaron con el kit
de reactivos MiSeq v2 (500 ciclos) en el modo de extremo emparejado de 230 nucledtidos (nt).
Después de la secuenciacidn, los datos de lectura de las bibliotecas agrupadas se
demultiplexaron utilizando el software integrado MiSeq Reporter (v2.3.32) de la plataforma de

secuenciacion.

3.2.3. Obtencién de los genomas

Para la obtencion de ensamblajes de alta calidad se aplicaron varias estrategias, con el objetivo
de obtener un genoma a nivel de draft. Las diferentes etapas del proceso fueron: 1) preparacion
de las lecturas, 2) ensamblaje, 3) validacion y 4) anotacién. Los programas utilizados, asi como

las condiciones determinadas para cada caso se explican a continuacién (Figura 6).
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Lecturas no ~ Evaluacion de

l TrimmingReads.pl

Lecturas
recortadas

l HluQC_PRLL.pl

Lecturas de - Evaluacién de
alta calidad calidad (FASTQC)

l SPAdes

Contigs

l QUAST

Validacion
de los
ensamblajes

l RAST SERVER/Prokka

Anotacion

Figura 6. Diagrama de flujo que resume los pasos generales en el ensamblaje del genoma de los datos
de la secuenciacion por Illlumina.

3.2.3.1. Preparacion de las lecturas

Las lecturas obtenidas fueron recortadas y filtradas para la obtencion de lecturas de alta calidad utilizando
el kit de herramientas NGS QC (v2.2.3) (314). Los pares de lectura generados se recortaron de la siguiente
forma: para los provistos por la plataforma MiSeq, 10 nucledtidos desde el extremo 5' y 45 nucleétidos
desde el extremo 3' dando lugar a lecturas pareadas de 2 x 175 bps; y para los provistos por la plataforma
HiSeq, 10 nucledtidos desde el extremo 5' y 15 nucledtidos desde el extremo 3' dando lugar a lecturas
pareadas de 2 x 200 bps. La calidad de las lecturas, basadas en el indice de calidad Phred, se compard
antes y después del proceso de filtrado «con el programa FastQC v0.10.1

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para comprobar la mejora en la media del
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indice de calidad de las mismas. Después del recorte, los datos de lectura sin procesar se filtraron para
pares de lectura de alta calidad. Si no se indicd lo contrario, las lecturas pasaron el filtro si al menos el
80% de sus nucledtidos tenian una puntuaciéon de calidad de Phred =30 (80; 30). Las lecturas que
perdieron su homdlogo forward o reverse durante el filtrado se descartaron para un analisis mas

detallado.

3.2.3.2. Ensamblaje

Para el ensamblaje de los genomas, partiendo de lecturas de alta calidad, en secuencias mas
largas conocidas como contigs se utilizé el programa SPAdes version 2.5.1 (315) utilizando la

configuracion de parametros predeterminada.

3.2.3.3. Validacion de los ensamblajes

La validacidn de los ensamblajes se basd en la aplicacién del programa QUAST versidn 2.2 (del
inglés Quality ASsessment Tool) (316) para evaluar y comparar los ensamblajes genémicos. Esta
herramienta produce muchos informes, tablas de resumen y gréaficos. Concretamente, de toda
la informacién proporcionada por el programa se centrd la atencidn en el nimero de contigs,
longitud total del genoma, % de GC, el estadistico N50 (que se define como la longitud de los
contigs que ordenados de igual o mayor tamafio se obtiene la mitad de los nucleétidos del
genoma; y se calcula ordenando todos los contigs obtenidos de mayor a menor y determinando
el conjunto minimo de contigs cuyo tamafo total sea la mitad de la del genoma, tomando como
valor N50 el valor del tamafio del contig con el que se consigue llegar al 50 % del tamanio del
genoma), N90 (tamafio del contig con el que se consigue llegar al 90 % del tamafo del genoma),
L50 (numero de contigs necesarios para alcanzar el 50 % de la longitud del genoma), L90
(numero de contigs necesarios para alcanzar el 90 % de la longitud del genoma), el tamafio de

los contigs de menor y mayor tamafio y el promedio de tamafio del total de contigs.

3.2.3.4. Anotacion de los genomas

Para normalizar la anotacién de todos los genomas bajo los mismos criterios, los genomas
secuenciados se anotaron y los genomas obtenidos del NCBI, dentro de los cuales estd incluido
el de la cepa referencia de B. contaminans, se reanotaron utilizando dos programas distintos.
Primero los genomas ensamblados se sometieron a la prediccidn y anotacién de genes utilizando
el pipeline publico RAST SERVER (del inglés Rapid Annotations using Subsystems Technology)
(317).

El servicio identifica las secuencias codificantes (CDS), los genes de ARN ribosomal (ARNr) y de

ARN de transferencia (ARNt), asigna funciones a los genes, predice qué subsistemas estan
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representados en el genoma y utiliza esta informacidn para reconstruir la red metabdlica.
Ademas, el genoma anotado se puede examinar en un entorno que admite analisis comparativos

con los genomas anotados mantenidos en el entorno SEED.

Mas adelante, la anotacidn de los genes para llevar a cabo otro tipo de andlisis comparativos, se
llevé a cabo con el programa Prokka versidn 1.10 (318). Este software predice las CDS, los genes

ARNr y ARNt, péptidos sefial y ARN no codificante.

3.2.3.5. Determinacion del MLST

El esquema de tipificacion multilocus de secuencia (MLST, del inglés Multilocus sequence typing)
proporciona la identificacién de los aislados tanto a nivel de especie como de cepa (88). En
consecuencia, el andlisis de secuencia multilocus (MLSA) se ha utilizado para dilucidar las
relaciones intraespecies entre los miembros del género Burkholderia y para analizar las cepas
dentro de las especies (77, 79). De esta forma, se ha demostrado que una divergencia del 3 %
entre las secuencias de alelos concatenados se puede usar como un valor umbral para la

delineacidn de especies dentro del Bcc (78).

El MLST se determiné automaticamente para todos los aislamientos utilizando la herramienta
en linea MLST de Ila web del Centro para Epidemiologia Gendmica

(www.genomicepidemiology.org) con el esquema “Complejo Burkholderia cepacia” (319).

3.3. Filogenia basada en el genoma completo

Para confirmar que los genomas, tanto secuenciados como descargados del NCBI, pertenecian
a la especie B. contaminans y para estudiar la relacién evolutiva de éstos, se realizaron calculos
de identidad de nucledtidos promedio (ANl — Average nucleotide identity). ANIs se calculan con
el programa JSpeciesWS (320), el cual compara, por pares, las secuencias de los genomas de dos
cepas. ANI presenta una fuerte correlacién con los valores de hibridacién ADN-ADN (DDH — DNA-
DNA hybridization), con un valor ANI de = 95 % correspondiente al 70 % de similitud en DDH
(255, 270), por lo que esta técnica se ha convertido en una técnica “gold standard” en la
taxonomia bacteriana moderna para determinar la delineacién de las especies bacterianas (254,
255). EI ANl  fue calculado en linea con el software JSpeciesWS

(bttp://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/) con dos métodos diferentes:

» Identidad de nucleétidos promedio basada en BLAST (ANIb): el célculo se implementd
segun lo descrito por Goris, en el cual las comparaciones por pares fueron realizadas
por el corte artificial de los genomas en fragmentos consecutivos de 1020 nucledtidos

(270).
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> ldentidad de nucleétidos promedio basada en MUMmer (ANIm): se utiliza el paquete
de software MUMmer, un algoritmo mas nuevo y eficiente para analizar grandes
secuencias de ADN (321). Este algoritmo utiliza una estructura de datos eficiente
llamada arboles de sufijos para calcular las alineaciones. Estos arboles de sufijos pueden

alinear rapidamente secuencias que contienen millones de nucleétidos con precision.
En este estudio, se afadieron las secuencias de los genomas de todas las cepas de referencia de
las especies que conforman el complejo B. cepacia, con el objetivo de determinar si los aislados
secuenciados y los depositados en el NCBI pertenecian a la especie B. contaminans. En este
anadlisis se seleccionaron las secuencias de los genomas que comparadas con la cepa de
referencia de B. contaminans LMG 23361" tenian un valor de ANI > 95 % y luego se estudid, con

los aislados B. contaminans, |a relacidon evolutiva de éstos.

El programa generd tablas y arboles filogenéticos (.nwk), los cuales se visualizaron y modificaron

con el software en linea Interactive Tree Of Life v3 (iTOL, http://itol.embl.de) (322).

3.4. Determinacion y analisis del genoma esencial y pangenoma

Para este estudio se utilizo el paquete de software get_homologues (323), el cual se encarga de
agrupar en diferentes cllsteres las secuencias codificantes en familias de genes homdlogos,
utilizando diversos algoritmos. Los genes que comparten un porcentaje de similitud
determinado por la alineaciéon de las bases coincidentes, mayor a lo que se esperaria por
casualidad, se denominan homdlogos. Dos proteinas pueden ser consideradas como probables
homologas si presentan, como minimo, un 30% de identidad en el 100 % de la longitud de las
secuencias comparadas, aunque pueden definirse proteinas homdlogas con porcentajes de

identidad menores, basandose en términos de E-value y bit-score (324).

Los archivos en formato GenBank resultantes del proceso de anotacién, que contenian las
secuencias proteicas de todos los ORF predichos, para cada genoma fueron utilizados para su
comparacién. Para identificar las secuencias de proteinas homélogas compartidas entre los
genomas anotados se aplicaron tres algoritmos de agrupacion distintos utilizando el script
get_homologues.pl: BBDH (del inglés Bi-Directional Best Hits), COGtriangle (COGT, del inglés
Cluster of Orthologous Genes) y OrthoMCL (OMCL, del inglés Orthologous Markov Cluster), tal y
como describe Vinuesa en el manual del programa. Luego, el script compare_clusters.pl se utilizé
para producir la matriz del pangenoma, generada a partir de la presencia/ausencia de proteinas
en un determinado genoma, derivada de los archivos GenBank y para la obtencién del arbol
representativo del pangenoma. También, se utilizd6 el mismo script para seleccionar los

clusteres, que contienen solo genes sinténicos, definidos como aquellos que tienen al menos un
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vecino incluido en otro cluster. El uso exclusivo de los clusteres sinténicos nos ayudé a encontrar

los posibles operones.

El nimero total de familias de homdlogos diferentes detectadas que conforman el pangenoma
se obtuvo de la interseccidn (consenso) de los algoritmos COGT y OMCL. Las diferentes familias
de proteinas del pangenoma fueron clasificadas utilizando el script parse_pangenome_matrix.pl
en funcion del grado de conservacion y distribucion en los genomas estudiados, dando lugar a
cuatro grandes agrupaciones: genoma core o esencial (presentes estrictamente en todos los
genomas), genoma soft o esencial laxo (presentes en un nimero igual o superior al 95 % de los
genomas considerados), genoma shell (presentes en varios genomas, pero por debajo del 95 %)

y genoma cloud (presente en solo unos pocos genomas).

Para determinar si el pangenoma era abierto o cerrado se llevd a cabo la estrategia planteada
por Tettelin y colaboradores (2008), los cuales desarrollaron el marco tedrico para la
determinacién del estado de los pangenomas (301). En el mismo proponen la utilizacion de la
Ley de Heaps, una ley potencial que determina n=kN’, donde n es el nUmero de genes totales
(tamafio del pangenoma), N es el nimero de genomas, y k y y son parametros libres
determinados empiricamente. Finalmente, a= (y-1); donde, si a<1, el pangenoma es “abierto” y
por cada nuevo genoma el nimero de genes crecera de forma significativa, y si a>1, el
pangenoma se considera “cerrado” y la adicidon de nuevos genomas no aumentard el nimero de

genes de forma significativa.

Por ultimo, el script parse_pangenome_matrix.pl se usé para analizar la matriz del pangenoma
creada anteriormente e identificar genes presentes en un grupo A de cepas que estan ausentes
en otro grupo B, y viceversa. En este trabajo se compararon, por ejemplo, aislamientos de origen
clinico vs aislamientos de origen ambiental, aislamientos con distinto ST, aislamientos

provenientes de distintos hospitales, etc.

3.5. Caracterizacion de las proteinas especificas aportadas por cada cepa o grupo de

cepas al pangenoma

Utilizando el programa Get Homologues, se determind el nimero de genes o proteinas
exclusivas de una cepa o conjunto de cepas con respecto al total de genomas utilizados en el
estudio, determinando asi su aportacion especifica al pangenoma. A partir de un archivo con
dichas secuencias proteicas en formato FASTA se realizaron andlisis de BLASTP contra una base
de datos COGs (del inglés Clusters of Orthologous Genes) de proteinas recientemente
actualizada (325). Esta asignacion a un COG determinado se realizd con la ayuda del programa

RPS-BLAST v2.2.26+ (del inglés Reverse Position Specific BLAST)
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(http://nebc.nerc.ac.uk/bioinformatics/docs/rpsblast.htmL), asignando por este procedimiento
la posible funcién atendiendo a la categoria funcional en la que el COG reportado se incluye en
cada caso. Los resultados de los BLASTP se consideraron significativamente informativos a partir
de un E-value > 10, Se seleccionaron los hits con una cobertura mayor al 70%. En el caso de
gue una misma proteina fuese asignada a diferentes COGs, los resultados con mejores valores
estadisticos (E-value menor), fueron elegidos, eliminando los demas resultados y evitando de
esta manera duplicidades en el estudio. Luego para cada COG se asigno su clase funcional y se

calcularon los porcentajes.

3.6. Caracterizacidn de las proteinas especificas aportadas por cada replicléon

Para una inspeccion visual de las proporciones de las diferentes categorias de clusteres de
grupos ortélogos (COGs) en los diversos replicones (cromosoma 1, 2 y 3 y plasmidos) de B.
contaminans, realizamos un analisis de agrupamiento jerdrquico con las secuencias de
aminoacidos deducidas de los genomas completos de las cepas de B. contaminans. Para esto, se
utilizé la herramienta de busqueda de alineamientos locales de secuencia de aminoacidos
BLASTp para comparar 11 aislamientos tomados al azar, de cada grupo de aislamientos con un
determinado ST, con las secuencias de los genomas cerrados con el objetivo de determinar a
qué replicon pertenecia cada contig. Los contigs menores a 1000 pb no se tuvieron en cuenta
para no generar errores en la anotacién. El nimero de cada COG en los diferentes
compartimientos genémicos se estimé siguiendo la metodologia de la seccion 3.5. Luego se
calculd el porcentaje especifico de abundancia y los datos resultantes se organizaron en una
matriz (replicones, COG). El analisis de agrupamiento jerarquico, los mapas de calor (heat maps),
y los gréficos se produjeron mediante el uso de los paquetes de R pheatmap (326) y ggplot2
(327), respectivamente, y luego se editaron utilizando el software Inkscape. El anadlisis de
agrupamiento jerdrquico se realizé mediante el método de agrupamiento completo sobre la

base de distancias euclidianas.

3.7. Estudio de la adaptacion y patogenicidad
3.7.1. Estudio del mobiloma

La catalogacién de los elementos méviles de los genomas se realizd por partes. La determinacion
de las islas gendmicas se realizé analizando el genoma con la herramienta web IslandViewer
(328, 329), el cual utiliza tres algoritmos distintos (SIGI-HMM, IslandPick y IslandPath-DIMOB), y
siguiendo las recomendaciones de la herramienta. Luego dichas secuencias se compararon con

el perfil acumulativo de GC (330) y se filtraron para asi minimizar las predicciones falsas positivas

178



Capitulo 3

y obtener predicciones confiables de las islas gendmicas. La presencia de integrasas y

transposasas se determind a través de la prospeccion directa de la anotacidn de los genomas.

3.7.2. Determinacion de los factores de virulencia

La determinacion de los potenciales factores de virulencia se realizé utilizando la base de datos
Virulence Factor Data Base (VFDB) (331). A partir de la VFDB se descargé el archivo multi-FASTA
(archivo con multiples secuencias en formato FASTA) de secuencias proteicas correspondiente
al set A (2.585 secuencias de ADN y sus respectivas proteinas curadas manualmente). Con este
conjunto de secuencias se cred una base de datos local curada para realizar las correspondientes
busquedas con BLAST, implementado el UGENE v1.31.1 (332), utilizando como consulta las
secuencias de proteinas de los archivos multi-FASTA propios de cada genoma. Se aceptaron
como vilidos aquellos resultados con un E-value < 10°, siendo estos contrastados

posteriormente con la anotacion.

A su vez, se utilizd el software en linea antiSMASH (333), el cual permite la identificacion,
anotacién y anadlisis de clusteres de genes biosintéticos de metabolitos secundarios en genomas

bacterianos y fungicos.

3.8. Determinacion de la clonalidad entre aislamientos

Se analizaron los aislamientos recuperados de los 13 pacientes con FQ de Argentina, de los
cuales 11 transitaron o transitan actualmente una infeccién crénica por B. contaminansy 2 eran
nifios pequefios, de los cuales B. contaminans se habia aislado por primera vez. Se utilizo el
software chewBBACA para llevar a cabo la creacidn y evaluacién de esquemas de tipificacion de
secuencias multilocus (MLST) de genomas completos (wg) o genomas core (cg), y asi determinar
la similitud entre aislamientos. Una cepa se definiéd como clonal, si tiene menos de 16 diferencias

en el perfil alélico a otra cepa sobre la base del esquema MLST del genoma completo (wgMLST).
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4. Resultados y discusion

4.1. Resultados del ensamblaje

A partir de la secuenciacion de los aislamientos y posterior tratamiento de las secuencias, se
obtuvieron genomas a nivel de draft de alta calidad. El resultado del ensamblaje y los valores de
cobertura de las secuencias para cada genoma secuenciado, asi como los datos del ensamblado
de las cepas descargadas del NCBI se pueden observar en la Tabla 3. Mas detalles de la

secuenciacioén se pueden encontrar en la Tabla Suplementaria 1 del Anexo 1.

El tamaio de los ensamblados fue de 6,84 a 9,36 Mb, siendo el tamafio promedio de los aislados
de origen clinico de 8,15 Mb y de los aislados de origen ambiental de 8,59 Mb, con un contendo
G+C de 65,8 % en promedio y un numero de CDS predichos entre 6.139 y 8.340 por genoma.

Cada uno de los genomas, a su vez, contiene entre 1y 2 tmRNA y entre 68 y 88 tRNAs.
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Tabla 3. Parametros del ensamblado de los aislamientos secuenciados y de los aislamientos descargados del NCBI (marcados con *).
Datos de cobertura de los aislamientos secuenciados. El perfil alélico de cada ST se en la Tabla Suplementaria 2 del Anexo 1.

Cepa #Contigs Tamafio Cobertura Contenido CDS tmRNA tRNAs ST ANIm
ensamblado G+C

CAMPA 242 45 8180683 121,91 66 7288 1 70 872 97,27
CAMPA 533 61 8582634 122,38 66 7661 1 74 872 97,07
CAMPA 187 129 8236717 114,03 66 7322 1 73 872 97,28
CAMPA 547 345 7313553 126,00 66 6562 1 71 102 99,67
CAMPA 819 48 8181795 131,12 66 7294 1 73 872 97,26
CAMPA 834 47 8182886 124,87 66 7297 1 72 872 97,26
CAMPA 184 40 6836364 111,45 66 6147 1 68 872 97,37
CAMPA 186 49 8177880 111,96 66 7276 1 72 872 97,27
CAMPA 181 54 8178634 101,70 66 7276 1 73 872 97,27
CAMPA 816 77 8425501 115,70 66 7516 1 75 102 99,72
CAMPA 1439 53 8413128 174,81 66 7296 1 71 872 97,26
CAMPA 1516 55 8108736 140,12 66 7200 1 71 872 97,27
CAMPA 1563 63 8234683 119,53 66 7352 1 70 872 97,26
CAMPA 1726 55 8233381 134,60 66 7352 1 73 872 97,26
CAMPA 188 46 6837472 126,74 66 6154 1 68 872 97,37
CAMPA 988 69 8178096 133,62 66 7292 1 73 STI-1 97,26
CAMPA 1002 52 8406167 139,96 66 7279 1 71 872 97,26
CAMPA 1013 256 8180853 115,00 66 7372 1 73 STI-1 97,27
CAMPA 514 45 8885063 153,11 66,46 7929 2 87 872 97,26
CAMPA 652 38 9004468 141,70 66,38 7996 1 76 872 97,2
CAMPA 1171 49 8181353 362,86 66,43 7296 1 72 STI-2 97,25
CAMPA 1614 77 8166705 260,76 65 7266 1 71 872 97,27
CAMPA 1615 45 8153819 198,51 66,43 7251 1 71 872 97,26
CAMPA 1203 50 8323257 436,83 66 7512 1 70 872 97,05
CAMPA 1450 72 8191146 152,88 66 7512 1 69 872 97,06
CAMPA 1579 58 8406754 129,17 66 7506 1 72 872 97,06
CAMPA 1613 70 8416329 165,70 66 7509 1 71 872 97,06
CAMPA 1654 56 8206774 122,72 66 7323 1 71 872 97,14
CAMPA 1676 62 8317700 134,02 66 7427 1 71 872 97,06
CAMPA 1732 56 8358045 57,34 66 7470 1 71 872 97,11
CAMPA 1745 56 8231676 44,99 66 7364 1 68 872 97,26
CAMPA 1749 61 8361657 117,51 66 7473 1 71 872 97,12
CAMPA 1769 52 8106544 66,13 66 7194 1 72 872 97,27
CAMPA 250 50 8187079 149,09 66 7283 1 73 872 97,27
CAMPA 516 53 8177281 90,82 66 7286 1 71 872 97,27
CAMPA 1517 97 8652614 108,41 65 7759 1 75 102 99,7
CAMPA 1670 60 6987715 127,55 66 6268 1 70 102 99,72
CAMPA 1766 95 8659711 91,80 66 7740 1 76 102 99,7
CAMPA 529 49 8182258 131,65 66 7294 1 71 872 97,26
CAMPA 686 56 8188414 157,28 66 7298 1 72 872 97,26
CAMPA 688 61 8347554 165,21 66 7462 1 71 872 97,09
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CAMPA 689 54 8142017 186,50 66 7240 1 71 872 97,15
CAMPA 867 54 8141875 163,14 66 7242 1 70 872 97,15
CAMPA 1827 58 8121236 130,84 66 7203 1 72 872 97,21
CAMPA 1828 54 8116749 115,40 66 7201 1 72 872 97,21
CAMPA 315 38 8185480 140,73 66,43 7286 1 73 872 97,27
CAMPA 423 38 8181839 154,90 66,43 7276 1 71 872 97,26
CAMPA 424 36 8182578 155,04 66,43 7278 1 73 872 97,26
CAMPA 426 49 6842921 108,70 66 6139 1 70 872 97,37
CAMPA 432 57 8185307 120,81 66 7277 1 73 872 97,27
CAMPA 1818 41 8106711 135,24 66 7197 1 73 872 97,27
CAMPA 1819 57 8184054 131,44 66 7283 1 70 872 97,27
CAMPA 563 52 8403556 118,55 66,37 7509 1 70 872 97,06
CAMPA 852 333 8376829 106,66 66 7406 1 79 872 97,27
CAMPA 1812 48 8181085 96,65 66 7274 1 73 872 97,27
CAMPA 1821 131 8203596 117,32 66 7294 1 70 872 97,21
CAMPA 1822 53 8184189 117,60 66 7277 1 71 872 97,27
CAMPA 1773 68 8590040 98,53 66 7681 1 75 102 99,72
CAMPA 1809 107 8917682 96,20 66 8040 1 73 482 98,28
LMG16227 101 8269066 114,58 66 7443 1 71 STI-3 97,34
LMG23253 249 7261988 151,10 66 6540 1 70 102 99,63
LMG23255 84 7397403 140,76 65 6710 1 71 102 99,7
CCUG54369 296 8169124 150,92 66 7331 1 70 STI-3 97,28
CCUG59607 162 7905820 140,38 66 7159 1 70 STI-3 97,34
CAMPA 320 87 8874656 106,63 66 7994 1 77 482 98,27
CAMPA 472 82 8880043 58,43 65 7996 1 76 482 98,27
5242 86 8815860 60,79 64 7908 1 76 102 99,71
6568 86 8752657 56,40 64 7836 1 74 482 98,45
6664 84 8910090 35,11 64 8011 1 77 102 99,7
6666 86 8890467 40,60 64 7993 1 75 102 99,69
6808 687 9359361 53,63 65 8337 1 88 102 99,7
6810 86 8891722 47,62 65 7992 1 76 102 99,7
6812 88 8887216 127,43 65 7986 1 77 102 99,69
CCUG58711 82 8434183 158,40 66 7502 1 75 482 98,43
CCUG59019 115 7171060 189,70 66 6450 1 71 102 99,7
CCUG59223 74 7137315 189,32 66 6443 1 70 102 99,7
*LMG23361T 18 9263240 - 65,90 8340 1 87 102 -
*LTEB 7 7998630 - 66,50 7138 1 71 STI-4 98,44
*FFH2055 8 8212830 - 66,40 7286 1 75 872 97,31
*MS14 3 8509250 - 66,40 7563 1 79 910 97,27
*FFI-28 239 8369230 - 66,30 7521 1 74 102 99,7
*FL-1-2-30-S1-DO 3 8170780 - 66,53 7176 1 76 STI-5 97,31
*CH-1 4 8901640 - 66,00 7942 1 82 102 99,76
*ZCC 5 9002240 - 66,06 8122 1 83 102 99,72
*SK875 4 8596045 - 66,30 7611 1 82 102 99,73
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4.2. Identificacion de los aislamientos

Todos los aislamientos secuenciados se identificaron como B. contaminans. La mayoria de ellos
se identificaron con el esquema MLST, que arrojé los siguientes resultados: los genomas se
clasificaron en nueve tipos de secuencia (ST, del inglés Sequence type), de los cuales cuatro eran
ST 872, ST 910, ST 102 y ST 482, todos correspondientes a B. contaminans (Tabla 3) y los cinco
restantes eran ST indefinidos. En la Tabla Suplementaria 2 del Anexo 1 se detalla para cada ST
los perfiles alélicos. El andlisis filogenético de las secuencias concatenadas de los siete genes del
MLST (MLSA) identificé a los ocho aislamientos cuyo ST era indefinido como aislados
correspondientes a la especie B. contaminans, ya que la divergencia entre los aislamientos con
la cepa tipo de B. contaminans LMG 23361 fue inferior al 3 %, valor umbral para la delineacion

de especies dentro del Bcc (78).

Adicionalmente, el analisis de ANI de las secuencias del genoma completo de los aislados
seleccionados, correspondientes a distintos origenes y paises, confirmo que las 76 cepas podrian
asignarse a la especie B. contaminans ya que mostraron valores de ANIm> 95,0 % con la cepa

tipo de B. contaminans LMG 23361 (Tabla 3).

4.3. Establecimiento de relaciones evolutivas basadas en el genoma completo

El analisis de ANI realizado como se describe en Materiales y métodos se puede observar
representado en la Figura 7 con un arbol filogenético, el cual incluye informacion adicional de
cada aislamiento, el origen (clinico o ambiental), el ST, el pais donde se aislé cada muestra y el
hospital en el caso de las cepas de origen clinico de Argentina. El arbol filogenético muestra que
las cepas de B. contaminans se agrupan en siete subgrupos diferentes y la mayoria de éstos
representan un Unico ST. A su vez, el arbol filogenético resultante del andlisis de ANI muestra
una fuerte similitud con el arbol filogenético resultante del MLSA, es decir de la agrupacién de
las secuencias concatenadas (2773 pb) de los siete fragmentos de los genes housekeeping
(Figura 8). Este analisis refuerza que el uso del esquema MLST, ademds de identificar las especies
dentro del CBc, es una herramienta rdpida y robusta para caracterizar y diferenciar nuevas cepas

dentro de la misma especie del CBc.

Los aislados de B. contaminans analizados en este capitulo fueron recuperados en diferentes
paises, de las vias aéreas de pacientes con FQ, asi como de diversos nichos ambientales. En el
arbol del ANI se observa que cada grupo estd compuesto por aislamientos variados, sin
importar la fuente donde fueron recuperados. Estos resultados muestran que las bacterias de

esta especie se distribuyen de forma global y que poseen una notable versatilidad para
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sobrevivir y crecer en ambientes muy diversos y probablemente infectar desde esos nichos a

pacientes con FQ.

También se observa en el arbol del ANI que los aislamientos se agrupan en dos clusteres
principales, de los cuales el primero esta compuesto por aislamientos tanto ambientales como
clinicos, al cual llamaremos CLUSTER 1 (C1) para los analisis posteriores, mientras que el otro

grupo esta formado principalmente por aislados clinicos, y lo llamaremos CLUSTER 2 (C2).
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Figura 7. Arbol filogenético generado por el estudio de ANI. Se sefialan el clister 1y 2. El color con el
gue estd resaltado el nombre de la cepa indica el origen de la misma (clinica o ambiental). Al lado del
nombre de la cepa se indica con triangulos de diferentes colores el hospital donde se atendieron los
pacientes de los cuales se recuperaron los aislamientos, violeta (HNLP), verde (HST) y naranja (HSM); y

con cuadrados de diferentes colores el ST de la cepa.
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Figura 8. Arbol filogenético basado en las secuencias concatenadas (2773 pb) de siete fragmentos de
genes conservados de los aislamientos de B. contaminans. El arbol consenso del bootstrap, inferido a
partir de 1000 replicados, se construyd utilizando el método de Mdaxima Verosimilitud (Maximum
Likelihood) basado en el Modelo general de tiempo reversible. El porcentaje de arboles replicados en los
gue los taxones asociados se agrupan juntos en la prueba de bootstrap se muestra junto a las ramas si es
superior al 70%. Se utilizé una distribucién discreta de Gamma para modelar las diferencias en la tasa de
evolucidn entre las categorias de 5 sitios (+ G, parametro = 0,0500) y se permitié que algunos sitios fueran
invariablemente evolutivos ([+ 1], 48,43% de sitios). La barra de escala indica el nUmero de sustituciones
por sitio.

4.4. Estudio del genoma esencial y pangenoma del grupo

Las especies y géneros de bacterias se pueden describir en términos de su pangenoma, es decir,
el conjunto completo de genes que posee un grupo de bacterias que pertenecen al mismo taxon
(300). ElI pangenoma se define sobre la base del analisis del grupo de genes ortélogos de cada
genoma y se divide en cuatro categorias: (1) Core o esencial (genes contenidos en todos los
genomas considerados), (2) Softcore o esencial laxo (genes presentes en al menos el 95% de las
muestras), (3) Shell (genes presentes solo en unos pocos genomas) y (4) Cloud (las familias de
genes restantes). Este sistema de clasificacién nos permite representar parte de la
incertidumbre técnica, particularmente para el Softcore, donde los genes esenciales podrian
ubicarse si se omiten en algunas anotaciones, y la categoria Cloud, que podria contener

anotaciones anémalas de uno o dos genomas.

Un total de 41 genomas representativos de B. contaminans, incluidos los genomas obtenidos de
la base de datos GenBank, fueron utilizados para realizar el estudio comparativo. Se
seleccionaron todos los aislados ambientales y con respecto a los aislados de origen clinico se
selecciond el Unico aislamiento disponible para el caso de las infecciones transcientes y el primer
aislado de cada paciente en el caso de que la infeccion haya sido crénica. En dos casos de

pacientes con infeccidn crénica, también se selecciond para el andlisis el primer aislado que
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presentaron con otro ST del que estaban albergando (no se tomaron en cuenta los ST I-1 e I-2
ya que la variacién del ST sélo difiere en una base para los gyrB y gltB, respecivamente, lo cual
dicha modificacion pudo haber sido producto de la evolucion de la misma cepa). Se decidio
excluir a los aislamientos recuperados a lo largo de la infeccion crénica para evitar que el andlisis
sea afectado por evaluar diferencias que se deben al proceso de adaptacidn a las vias aéreas de

los pacientes lo largo de los afios.

El tamafio del pangenoma fue de 12117 grupos de proteinas segun el consenso obtenido entre
los algoritmos COG y OMCL (Figura 9A). La clasificacion de los grupos en las distintas categorias
congregd a 4070 familias proteicas en el genoma esencial o core, 4394 en el denominado
genoma esencial laxo o soft core (incluyendo el genoma esencial estricto), 4061 en el shell y
3662 grupos en el cloud. Considerando estos numeros, se obtuvo un genoma esencial que
representa el 36,3 % del total, incluyendo ambas categorias, el genoma esencial estricto y el
laxo, genes Unicos o genoma cloud que representa el 30,2 % y genes accesorios que representan
el 33,5 % del total y se agrupan en la categoria shell. Esta Ultima categoria representa los genes
distribuidos en un nimero variable de genomas, pero no tan conservados como los presentes
en el genoma esencial ni tan exclusivos como los presentes en el cloud (en este caso >2 y <39)

(Figura 9B).

La Figura 9C muestra la distribucion de las familias de genes segun el nUmero de genomas de B.
contaminans. En esta, las cuatro categorias del pangenoma (genoma core, soft core, shell y
cloud) se logran distinguir. La distribucién en forma de U indica que la mayoria de los genes en
B. contaminans estan compartidos por muy pocos genomas o son encontrados en casi todos los

genomas.
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Figura 9. Descripcion del pangenoma de B. contaminans. La seccion A) informa el tamafio del pangenoma
segun el consenso obtenido entre los algoritmos COG y OMCL. B) El pangenoma de B. contaminans se
divide en genoma Sof core, Shell y Cloud. C) Distribucién de los genes del pangenoma en las distintas
categorias segun el nimero de genomas.

La Figura 10 muestra la expansién gradual del pangenoma y la contraccion del genoma core de
B. contaminans segun la adicién secuencial de genomas. El tamafio del pangenoma va
incrementandose seguln se aumenta la cantidad de genomas hasta alcanzar 12117 familias de
genes homologos cuando 41 genomas de B. contaminans fueron afiadidos. La extrapolacién del
pangenoma usando el modelo de regresién “power-law” de la Ley de Heaps sugiere que B.

contaminans tiene un pangenoma abierto expandiéndose a una tasa moderada con a=0,80. Se
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observa un crecimiento practicamente lineal que refleja la gran capacidad de incorporacién de
nuevas proteinas a medida que se afiaden nuevos genomas. Esto unido al hecho de que el 30 %
de las mas de 12000 proteinas diferentes encontradas aparecian solo en 1 6 2 genomas, refuerza
el hecho de la gran capacidad adaptativa de este grupo de bacterias, hecho que corroboraria su
amplia representatividad y distribucion en el ambiente, a través de una capacidad de
incorporacién de las nuevas funciones necesarias para la supervivencia en ambientes concretos

o en respuesta a condiciones adversas o variables puntuales o a mas largo plazo.

Analiticamente esta tendencia refleja una gran capacidad para la incorporaciéon de nuevas
proteinas a medida que si se afiaden nuevos genomas al estudio. Es decir, la plasticidad general
de este conjunto de genomas parece elevada y se caracteriza por una gran capacidad de ganar o
perder genes de acuerdo a las necesidades circunstanciales. Al ser un grupo especialmente
implicado en infecciones oportunistas este hecho es de gran relevancia, ya que su capacidad de
adaptarse a las distintas condiciones adversas, tratamientos o medidas preventivas es también

potencialmente superior.

Por otro lado, el genoma core parece haber llegado a un estado “cerrado” en el cual la adicion
de nuevas secuencias no disminuird significativamente el nimero de genes esenciales (Figura

10).
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Figura 10. Curvas representativas de la proyeccién del A) pangenoma, B) genoma esencial de B.

contaminans y C) genes nuevos por genoma. Modelo de regresion

“power-law” de la Ley de Heaps: el

numero de nuevos genes totales se representa graficamente a medida que aumenta el valor del numero
de genomas secuenciados. Para la ecuacion del pangenoma n es el nimero de genes esperados para un
numero (N) de genoma dado, k y y son pardmetros libres definidos para ajustar la curva de expansion. El
valor determinado para y fue 0,20. Usando la Ley de Heaps (a= 1-y), el valor de a es 0,80, el cual indica

un pangenoma abierto para B. contaminans.
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4.4.1. Caracterizacion funcional del pangenoma de B. contaminans

Como se indicd anteriormente, el pangenoma es un concepto poderoso que se puede utilizar
para representar eficazmente un taxdn bacteriano, proporcionando informacion sobre las
categorias funcionales enriquecidas en un pangenoma. Por lo tanto, se ha realizado una
caracterizacién funcional asignando a los genes de cada seccién del pangenoma (Core, Softcore,

Shell and Cloud) una clase funcional COG (Figura 11).

La fraccién mas grande del genoma core (y softcore), como se esperaba, pertenece a genes
clasificados como metabdlicos (44 %). El genoma core esta asociado a principalmente procesos
housekeeping, es decir procesos de mantenimiento de las funciones celulares basales que son
esenciales para la existencia de una célula. Estos procesos incluyen funciones no metabdlicas
tales como transcripcion (4 %), traduccién, estructura ribosomal y biogénesis (8 %). Por otro
lado, genes involucrados en funciones metabdlicas son también altamente conservados. Tales
funciones incluyen metabolismo y transporte de aminoacidos (10 %), metabolismo y transporte
de coenzimas (7 %), transporte y metabolismo de iones inorganicos (6 %), produccidn y
conversién de energia (6 %), y metabolismo y transporte de carbohidratos (5 %). Juntos, los
genes involucrados en procesos metabdlicos, transcripcion y traduccion es 56 % del genoma
core de B. contaminans. Por otro lado, se observa apenas una menor fraccion de genes
metabdlicos en los genomas shell y cloud (41 % y 40 % respectivamente). Se esperaba un mayor
porcentaje de genes con funcidn no caracterizada, es decir sin funcién asignada, sobre todo en
la categoria del genoma Unico. Las funciones metabdlicas involucradas en el genoma accesorio
estan representadas por metabolismo y transporte de aminoacidos (9 %), transporte vy
metabolismo de iones inorganicos (6 %), produccién y conversién de energia (6 %), y
metabolismo y transporte de carbohidratos (5 %). El valor de genes relacionados a la funcidn de
transcripcion fue alto con un porcentaje de 8,5 %. El genoma Unico estd representado
principalmente por genes que codifican proteinas con las siguientes funciones metabdlicas:
metabolismo y transporte de aminodcidos (9 %), transporte y metabolismo de iones inorganicos
(6 %), produccién y conversidn de energia (7 %), y metabolismo y transporte de lipidos (6 %). En
estas dos ultimas categorias mencionadas, el porcentaje de genes correspondientes a la
categoria mobiloma: profagos, transposones, fue de 4 % para el genoma accesorio y de 6 % para

el genoma Unico, valores muy superiores al del genoma core.

Si bien el numero de genes que codifican proteinas de funcién desconocida o pobremente
caracterizada (categorias R y S) fue similar para el genoma core y cloud, y mas bajo para el

genoma shell, dicho nimero es elevado siendo de 17 %, 14 % y 8 % respectivamente. Dichos
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genes podrian ser genes novedosos que no muestran homologia en la base de datos COG o
pseudogenes con interrupcidn grave de la secuencia de aminoacidos primaria. De hecho, se ha
argumentado que los pseudogenes se distribuyen de forma generalizada en procariotas, y que
una gran parte de ellos deriva de eventos de transferencia horizontal de genes "fallidos", ya que
los genes adquiridos pueden no proporcionar ninguna ventaja (debido a la expresidon no
eficiente, que a su vez puede deberse a diferencias de composicién o eficiencia reguladora), o
incluso ser perjudicial para el huésped (es decir, ORF de elementos genéticos infecciosos como
virus o transposones). Con el tiempo, estas secuencias experimentan mutaciones y

eventualmente se pierden.
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Figura 11. Distribuciones de las categorias funcionales de los grupos de genes ortélogos (COGs) en cada
categoria del pangenoma de B. contaminans. A) Las 26 categorias funcionales de COG son asignadas a
las familias de genes homélogos de cada genoma (core, softcore, shell y cloud) y se muestran en
porcentaje. Las letras representan las categorias funcionales y se designan de la siguiente forma: A,
procesamiento y modificacion de ARN, B, estructura y dinamica de la cromatina, C, produccion y
conversion de energia, D, control del ciclo celular, division celular y particién del cromosoma, E,
metabolismo y transporte de aminoacidos, F, metabolismo y transporte de nucleétidos, G, metabolismo
y transporte de carbohidratos, H, metabolismo y transporte de coenzimas, I, metabolismo y transporte
de lipidos, J, traduccion, estructura ribosomal y biogénesis, K, transcripcion, L, replicaciéon, recombinacién
y reparacion, M, biogénesis de pared celular, membrana y envoltura, N, motilidad celular, O, modificacion
post-transcripcional, recambio de proteinas, chaperonas, P, transporte y metabolismo de iones
inorganicos, Q, biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios, R, solo prediccién
funcional general (tipicamente, prediccion de actividad bioquimica), S, funcién desconocida. T,
mecanismos de transduccion de sefiales, U, trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular, V,
mecanismos de defensa, W, estructuras extracelulares, X, mobilomas: profagos, transposones, Y,
estructura nuclear, Z, citoesqueleto. B) Se representa el porcentaje de las 4 principales categorias
funcionales COG presentes en los genomas core, accesorio y Unico: metabolismo, procesamiento celular
y sefializacidn, procesamiento y almacenamiento de informacién y pobremente caracterizados.
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4.4.2. Distribucion de clases COG y variaciones de composicion entre los replicones.

A partir de los genomas totalmente cerrados cuyas secuencias estan depositadas en el GenBank,
podemos estimar que los genomas de las bacterias B. contaminans estan organizados en tres
grandes replicones cromosdmicos (tamanos promedio: 3,7, 3,2 y 1,5 Mb) y de uno a dos

plasmidos.

Para estimar y comparar las abundancias relativas de las funciones celulares en los diferentes
replicones de B. contaminans, se calculé la proporciéon de cada clase entre los COGs (clases A a
Z) (Figura 12) para los cromosomas 1, 2 y 3 y para los plasmidos. Este analisis revelé un
predominio de clases funcionales especificas asociadas con cada tipo de replicdn, con los COGs
del grupo A1l (funciones housekeeping, movilidad y biogénesis de pared celular, membrana y
envoltura) y el grupo B2 (metabolismo y transporte de lipidos, de carbohidratos y de metabolitos
secundarios, transcripcion, transduccién de sefiales y produccion y conversion de energia)
siendo predominantes en los cromosomas 1y 3, respectivamente (como lo indica el predominio
de tonos rojos en esas areas determinadas de la figura). Las clases funcionales agrupadas en B1
predominan en el cromosoma 1 (metabolismo y transporte de nucleétidos y de coenzimas, y
estructuras extracelulares), aunque también se agrupa la clase COG relacionada al metabolismo
y transporte de aminodcidos, y a mecanismos de defensa, las cuales predominan en el
cromosoma 2 y 3, respectivamente. Por uUltimo, observamos que el cromosoma 2 no esta
asociado directamente a ninglin grupo de clases COGs, sino que las funciones que predominan
estan distribuidas en mds de uno, y éstas son transporte y metabolismo de iones inorgdnicos y
de aminoacidos, transcripcién y transduccion de sefiales. También predominan en el

cromosoma 2 las proteinas con funcién desconocida.

El grupo de plasmidos que podemos encontrar en B. contaminans surgié como un grupo
componente gendmico separado con un dominio de actividades asociadas con el trafico
intracelular, secrecién y transporte vesicular (clase COG U), mobilomas (clase COG X) y con
funciones, como se esperaba, relacionadas con el mantenimiento y la estabilidad del plasmido
(clases COG D y L), ademas de funciones relacionadas a la modificacidon post-transcripcional,
transporte y metabolismo de iones inorganicos. El grupo A2 esta compuesto por las clases COG

gue predominan en dicho grupo.

Esta distribucién de funciones nos lleva a definir al cromosoma pequeio como el replicon
"determinante del estilo de vida", mientras que el o los plasmidos codifican para una

funcionalidad especifica de cepa altamente especializada.
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El genoma de la cepa MS14, una de las mas estudiadas hasta el momento, esta completamente
cerrado y su secuencia esta también depositada en el GenBank. Se cree que dicho genoma esta
mal ensamblado ya que, si observamos la Figura 12 la distribucién y proporcién de las categorias
COG en el cromosoma 1 y 2 no coincide con la del resto de las cepas, y, ademas, cuando se
mapeo la secuencia de cada replicdn de esta cepa con los otros genomas cerrados, el orden no

coincidia.
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Figura 12. Distribuciones de las categorias funcionales de los grupos de genes ortélogos (COGs) por
replicén en aislamientos de B. contaminans. Los conjuntos de genes se extrajeron de las secuencias
gendmicas completas de las cepas de B. contaminans ZCC (CP042164.1, CP042165.1, CP042166.1,
CP042167.1 y CP042168.1), XL73 (CP046607.1, CP046608.1, CP046609.1, CP046610.1 y CP046611.1),
SK875 (CP028807.1, CP028808.1, CP028809.1 y CP028810.1) y FL-1-2-30-S1-DO (CP013390.1, CP013391.1
y CP013392.1). La representacion en clusteres de las diferentes distribuciones y composiciones de
categorias COGs en las ubicaciones gendmicas indicadas debajo de la figura. Azul, plasmidos; rojo,
cromosoma 1; naranja, cromosoma; amarillo, cromosoma 3. Cada tipo de COG esta representado por una
sola fila distinguida por letras en el lado derecho de la figura, mientras que cada set de genes en un
replicon y cepa establecido esta representado por una sola columna sobre el identificador de cepa
correspondiente dentro de cada replicon debajo de la figura. Los dendrogramas y colores fueron
generados por el software citado en Materiales y Métodos. La escala de colores ilustra el cambio en la
proporcién de cada COG especifico entre las 26 categorias con respecto al valor promedio sobre los
diferentes conjuntos de genes. La escala de colores varia desde el blanco para el valor promedio hasta el
rojo oscuro para el valor mas alto y hasta el violeta oscuro para el mas bajo. Las letras representan las
categorias funcionales y se designan como fue detallado en la Figura 11.
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4.4.3. Determinacion de la presencia/ausencia de familias homélogas de

aislamientos B. contaminans

Una de las principales fuerzas evolutivas del genoma bacteriano es la transferencia genética
horizontal que permite que individuos de una misma especie contengan un repertorio genético
distinto. Este evento no puede ser representado en las filogenias moleculares a partir de
secuencia, pero puede ser representado en un darbol filogendmico construido a partir del
repertorio genético (presencia/ausencia de genes) (334). Por ello se usé el software GET
HOMOLOGUES vy a partir de la matriz de presencia/ausencia del pangenoma se construyé el
arbol filogenético (Figura 13).
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Figura 13. Representacidon del dendograma basado en la matriz de presencia/ausencia del pangenoma
consenso COG y OMCL

Este analisis nos permitié agrupar las muestras con un contenido genético similar. El arbol
resultante genera un patréon sobre las bases del genoma accesorio y Unico y muestra una
agrupacion que refleja estrictamente la distribucién de los 41 aislamientos de B. contaminans
en clusteres de cepas con un mismo ST, al igual que el arbol filogenético del ANI (en la Figura 13
los colores de las cepas indican agrupacién por ST). Esto significa, que las cepas con un mismo

ST conforman un Unico cluster debido a que comparten genes accesorios especificos. De manera
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resaltante se observa un nivel de congruencia entre el arbol pangenomay el arbol del ANI para
definir los dos clusteres principales (C1y C2), formados en ambos casos por los mismos ST.

Se  compararon diferentes grupos de aislamientos utilizando el  script
parse_pangenome_matrix.pl para encontrar los genes presentes en un grupo y ausentes en el
otro grupo y viceversa. En este paso, la primera comparacién fue entre los aislamientos clinicos
y ambientales para determinar si las cepas patdgenas contienen genes u operones que no estan
presentes en las cepas ambientales lo cual revelaria genes prospectivos de virulencia y
patogenicidad y genes involucrados en la supervivencia del organismo en el tracto respiratorio,

pero no se encontraron diferencias entre estos dos grupos de aislados.

Luego, se compararon los aislamientos pertenecientes a los grupos principales, C1 y C2, y
encontramos 129 genes que estan presentes en los aislamientos del C1 pero ausentes en los
aislamientos del C2 y 155 genes que estan presentes en los aislamientos del C2 pero ausentes
en los aislamientos del C1. A partir de este resultado, este analisis se repitié6 tomando solo
aislamientos ST482 y ST102 (que incluye aislamientos clinicos y ambientales) del grupo 1y ST872
y STI-3 (que incluye solo aislamientos clinicos) del grupo 2, para analizar las diferencias entre los
aislamientos de B. contaminans mas representativos, y encontramos 164 genes que estan
presentes en los aislados del C1 pero ausentes en los aislados del C2 y 215 genes que estan
presentes en los aislados del C2 pero ausentes en los aislados del C1. El analisis lo continuamos

con estos dos ultimos conjuntos de genes.

De los 164 genes que fueron identificados para el cluster 1, la mayoria de los genes (52) han sido
anotados como proteinas hipotéticas, cuyas funciones no se pueden asignar. Entre el resto de
los genes, encontramos diferentes familias de proteinas relacionadas con la regulacién y la
sefializacion celular, el transporte de membrana (incluidos genes relacionados con el sistema de
secrecién tipo Il) metabolismo de aminoacidos, metabolismo energético, metabolismo de

carbohidratos, metabolismo de nitrégeno, adquisicién de hierro, metabolismo de fésforo, etc.

Con respecto a los 215 genes que fueron identificados para el cldster 2, nuevamente la mayoria
de los genes (78) han sido anotados como proteinas hipotéticas. Entre el resto de los genes, las
familias de proteinas que encontramos estan relacionadas con la regulacién y la sefializacion
celular, el transporte de membrana (incluidos los genes relacionados con los sistemas de
secrecion de tipo IV y VI), metabolismo de aminoacidos, metabolismo energético, metabolismo

de carbohidratos, elementos méviles, motilidad, etc.

Una ultima comparacion que se llevé a cabo fue entre los aislamientos clinicos de Argentina

recuperados de pacientes que asistieron a dos hospitales diferentes, en ciudades a 755 km de
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distancia entre si y no se encontraron diferencias entre los grupos. Es importante tener en
cuenta que ambos grupos estaban compuestos por aislamientos ST 872, y adicionalmente el

grupo HNLP, por aislamientos ST 102 y ST482.

4.5. Patogenicidad de B. contaminans

4.5.1. Identificacion de una Isla Gendmica (Gl)

Entre los genes que fueron identificados para el clUster 2, encontramos genes homologos a
genes ubicados en la isla de patogenicidad BcenGl11 de B. cenocepacia (335), que es una isla de
bajo contenido GC de 31,7 kb que codifica 35 secuencias codificantes predichas relacionadas
tanto a la virulencia como al metabolismo: un gen sintasa de N-acil homoserina lactona (AHL)
(ccil) y el correspondiente regulador transcripcional (cciR); genes de biosintesis de acidos grasos;
transposasas; reguladores transcripcionales; genes del metabolismo de aminoacidos; y un grupo
de genes hipotéticos. La homologia de algunos de estos genes de B. contaminans con genes
presentes en laisla de patogenicidad BcenGl11, ya se habia estudiado en los capitulos anteriores
de este trabajo de Tesis, analizando a su vez la relacidn entre la presencia de éstos y la

persistencia de las bacterias de esta especie en las vias aéreas de los pacientes con FQ.

En consecuencia, decidimos estudiar esta regién genémica con mds detalle, solo en los aislados
ST 872, que son de gran interés para nuestro grupo, siendo la cepa tipo mds prevalente
recuperada de pacientes argentinos. Buscamos dilucidar a través de estas herramientas claves
sobre la persistencia y/o transmisibilidad. Mediante la combinacion del método de perfil
acumulativo de GC y el software IslandViewer, se identificd una supuesta isla gendmica (IG) en
esta region de nucledtidos con un fragmento homdlogo (posicion 1378 - 25521) a la isla
BcenGl11. A modo de ejemplo se muestra en la Figura 14, la prediccion de dicha IG en el contig
5 de la cepa FFH2055 (cepa ST 872 secuenciada de menor cantidad de contigs), regién en la cual

se habian predicho los genes antes mencionados.

La supuesta IG de B. contaminans es una isla de 80 Kb de bajo contenido GC que codifica
aproximadamente 75 secuencias predichas, y muestra un porcentaje de identidad del 94.6 %
(cobertura del 30 %) cuando se compara con la secuencia de la isla de patogenicidad BcenGI11
de B. cenocepacia 12315, incluyendo el marcador BCESM vy las secuencias homélogas de los
genes ccil, amil y opcl entre otros. Esta isla estd presente en todos los aislamientos clinicos ST
872, incluyendo los aislamientos recuperados a lo largo de la infeccion crénica en un mismo

paciente.
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FFH2055-conTIGS

o e
™ ‘ i
FFH2055 - CONTIG 5
Start (bp} Stop{bp} Length (bp} GC content (%}
1 269650 269650 67.40%
- - 269651 488509 218859 65.47%
- 488510 611872 123363 60.57%
- 611873 890704 278832 65.95%
/ 890705 1081941 191237 68.67%
1081942 1148102 66161 62.52%
4 1148103 1209509 61407 67.11%

Isla genémica

Figura 14. Prediccion de isla gendmica. El recuadro negro sefiala la prediccidn de la isla gendmica en el
contig 5 de la cepa B. contaminans FFH2055 (ST 872), con regiones homélogas a la isla de patogenicidad
BcenGl11 descripta en la cepa B. cenocepacia 12315, por los tres métodos empleados por la herramienta
web IslandViewer vy filtrada por bajo contenido de GC (60,57 %) cuyo valor es sefialado en el recuadro.
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Tabla 4. Prediccidn de los marcos de lectura abiertos (ORFs, del inglés open reading frames) sobre el contenido de genes del ADN de
la supuesta IG. Se muestra el nombre asignado para cada ORF y entre paréntesis el gen homdlogo de laisla de patogenicidad BcenGl11
por su nimero BCAM, la posicién y la descripcidn de cada gen.

ORE B. cenocepacia 12315 Posicién Tamafio | Hebra Funcién
homdlogos Inicial  Final
ORF-1 - 1 405 405 + Péptido ABC transportador ATPasa
ORF-2 - 709 356 354 - -
ORF-3 BCAMO0238 1378 824 555 - Transportador de iones
ORF-4 BCAMO0238a 2054 1752 303 - Proteina de la familia de histonas H-NS
ORF-5 - 2366 2199 168 - -
ORF-6 BCAMO0239 2387 2947 561 + Proteina hipotética
ORF-7 BCAMO0239a (ccil) 3697 3059 639 - Familia GNAT N-acetiltransferasa
ORF-8 BCAMO0240 (cciR) 4771 3983 789 - Regulador transcripcional de la familia LuxR
ORF-9 BCAMO0241 5992 5063 930 - 3-oxoacyl-ACP sintasa
ORF-10 BCAMO0242 7029 5986 1044 - 3-oxoacyl-ACP sintasa
ORF-11 BCAMO0243 7511 7026 486 - Familia GNAT N-acetiltransferasa
ORF-12 BCAMO0244 8734 7616 1119 - Acyl-CoA deshidrogenasa
ORE-13 i 9976 8768 1209 i Descarboxilasa depent;liente dfe piridoxal,
exosortasa A asociada al sistema
ORF-14 BCAMO0251 11583 9973 1611 - Proteina de unién a AMP putativa
ORF-15 BCAMO0252 12564 11629 936 - 3-oxoacyl-ACP sintasa
ORF-16 BCAMO0253 13586 12561 1026 - 3-oxoacyl-ACP sintasa
ORF-17 BCAMO0254 13848 13570 279 - Proteina portadora de acilo
ORF-18 BCAMO0255 15138 13879 1260 - Acyl-CoA deshidrogenasa
ORF-19 BCAMO0256 (BCESM) | 15417 16211 795 + Regulador transcripcional de la familia FadR
ORF-20 BCAMO257 16889 16608 »82 i Proteina que cor.mtiene, gl dominio hélice-
giro-hélice
ORF-21 BCAMO0258 17232 16906 327 - Regulador transcripcional hélice-giro-hélice
ORF-22 BCAMO0259 17636 17301 336 - Regulador transcripcional hélice-giro-hélice
ORF-23 BCAMO0260 17818 18693 | 876 ¥ Permeasa del transportador ABC de
aminodcidos de cadena ramificada
ORF-24 BCAMO0261 18698 19771 | 1074 ¥ Permeasa del transportador ABC de
aminodcidos de cadena ramificada
ORF-25 BCAMO0262 19771 20505 | 735 + Proteina que contiene | dominio de
cassette de unién a ATP
ORF-26 BCAMO263 20492 21247 756 . Proteina transport:_(:lt))ra ABC de unidn a
ORE-27 BCAMO264 21244 22422 1179 . Proteina de unidn aIAs;étrato transportador
ORF-28 BCAMO265 (amil) |22475 23890 1416 + Amidasa
ORE-29 BCAMO266 23887 24432 546 . Proteina de la fam’ili'a de sintesis de
aminoacidos
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ORF-30
ORF-31
ORF-32
ORF-33
ORF-34
ORF-35
ORF-36
ORF-37

ORF-38

ORF-39
ORF-40
ORF-41
ORF-42
ORF-43
ORF-44
ORF-45
ORF-46
ORF-47
ORF-48
ORF-49
ORF-50
ORF-51
ORF-52
ORF-53
ORF-54
ORF-55
ORF-56
ORF-57
ORF-58
ORF-59
ORF-60
ORF-61
ORF-62
ORF-63

ORF-64

ORF-65

BCAMO267 (opcl)

24487
25727
26155
27574
28647
32754
32753
35278

35912

44373
45256
45920
46305
47817
48210
48679
49850
50137
51808
52521
53158
53797
54830
62106
62815
63484
64690
64831
65481
65718
65964
66281
67223
67622

70072

70206

25521
26158
26370
28593
31208
31978
33184
34727

44284

45065
45864
46246
47147
48083
48344
49071
50113
50970
51921
52261
52916
53180
53832
54946
62345
63362
64046
65196
65278
65494
66284
67075
67600
68194

68195

72407

1035
432
216

1020

2562
777
432
552

8373

693
609
327
843
267
135
393
264
834
114
261
243
618
999
7161
471
123
645
366
204
225
321
795
378
573

1878

2202

Porina
Proteina que contiene el dominio DUF2384
Proteina hipotética
Proteina de union a ATP
Peptidasa de la familia S8
Proteina hipotética

Proteina de la familia recombinasa

Proteina de superficie celular /
Hemaglutinina

Proteina de la familia OmpA

Proteina hipotética
Proteina de la familia de histonas H-NS
Proteina que contiene el dominio EAL
Transposasa
Proteina hipotética
Transposasa

Transposasa de la familia 1S3

Transposasa de la familia 1S3
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Regulador transcripcional hélice-giro-hélice
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina que contiene el dominio DUF3592

Proteina hipotética

Subunidad de placa de base del sistema de
secrecion tipo VI TssF

Proteina sistema de secrecion tipo VI VgrG
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ORF-66
ORF-67
ORF-68
ORF-69
ORF-70
ORF-71
ORF-72
ORF-73

ORF-74

72407
73534
75474
76590
76812
77136
78486
78797

79516

73537
75477
76118
76387
76603
77630
77635
78504

79941

1131
1944
645
204
210
495
852
294

426

Proteina que contiene el dominio DUF2169
Proteina que contiene el dominio DUF4150
Proteina que contiene el dominio DUF1851
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina que contiene el dominio GGDEF
Transposasa de la familia IS3

Transposasa

Regulador transcripcional de la familia
MarR
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La IG predicha en B. contaminans, al igual que la isla de patogenicidad de B. cenocepacia
BcenGl11, contiene genes implicados en el metabolismo y posiblemente en la virulencia. La
asociacién de este tipo de islas con especies del CBc no es sorprendente, ya que estas bacterias
son metabdlica, ecolégica y genéticamente diversas, capaces de crecer en una variedad de

ambientes desde el suelo hasta infectar mamiferos.

Los genes con funcidén conocida que se encuentran en esta IG incluyen genes involucrados en la
biosintesis de acidos grasos, el metabolismo de aminoacidos y el Quorum sensing (QS) (genes
homoélogos a ccil y cciR). A su vez, dicha isla contiene los genes analizados en el capitulo 2, genes
homdlogos al marcador BCESM, BCAMO0257, BCAMO0258 y BCAMO0259, los cuales estdn
involucrados en el surgimiento de subpoblaciones de persistores, un posible mecanismo

desplegado por B. contaminans para persistir en el tracto respiratorio de pacientes con FQ.

Adicionalmente a los genes ccil y cciR, los cuales probablemente integran un segundo sistema
de sefializacion celular y que estdn involucrados en la regulacién de los factores de virulencia en
B. cenocepacia, podemos observar en la Tabla 4 genes homdlogos a amil y opcl, genes que en
B. cenocepacia tienen funciones funcionales durante la infeccidn, y caracterizan a la IG como
una isla de patogenicidad. Los porcentajes de identidad entre las secuencias de aminodacidos de
las proteinas involucradas en el QS (Ccil y CciR), el marcador BCESM y las proteinas Amil y Opcl
de laisla BcenGl11y las proteinas homoélogas de la isla en B. contaminans fueron 90 %, 93 %, 97
%, 96 % y 95%, respectivamente. Estos porcentajes son altos y probablemente las funciones no

varian, aunque habria que estudiar en mas detalle si la funcién de dichas proteinas se altera.

La amidasa (Amil), es una proteina involucrada en el metabolismo de los aminodcidos, que
promueve la supervivencia y persistencia de la bacteria in vivo (335). El gen opcl, que estd
estrechamente relacionado con la familia OmpC de porinas bacterianas de la membrana
externa, podria funcionar como un poro para las pequefias moléculas procesadas por estos
genes. La mutagénesis de la porina Opcl demostré que desempefia un papel en la mediacion de
la inflamacidn en el sitio de la infeccion, lo que sugiere que la proteina puede modular la
expresion inmunoldgica para evadir las defensas del huésped (335). Dado el alto porcentaje de
identidad que comparten estos genes, las proteinas homodlogas B. contaminans podrian tener

funciones similares a las mencionadas.

La isla presenta elementos genéticos que podrian favorecer su movilidad, como las
transposasas, que curiosamente flanquean la secuencia nucleotidica que difiere de la isla de B.

cenocepacia, por lo que ambos fragmentos pudieron haberse transferido horizontalmente a B.

204



Capitulo 3

contaminans en eventos aislados. La funcién de la mayoria de los genes ubicados en esta regién
de la isla es desconocida, por lo que fueron anotados como proteinas hipotéticas. La cercania
de una o mas transposasas dotaria a este fragmento de la caracteristica de ser un elemento

potencialmente mavil y, por lo tanto, de su eventual transmisibilidad.

Por ultimo, queria resaltar la presencia de dos genes (ORF-64 y ORF-65) relacionados al sistema
de secrecion tipo VI (T6SS), un aparato secretor que puede perforar la membrana celular de
otras especies bacterianas u objetivos eucariotas, para depositar un arsenal de proteinas

efectoras.

La secuencia de la isla fue estudiada en los aislamientos recuperados de pacientes con FQ
transitando infeccidn croénica, y se observé que esta no se modificé a lo largo del tiempo, sélo
se detectaron mutaciones puntuales en algunos genes, los cuales no fueron estudiados en este

trabajo de Tesis.

4.5.2. Factores de virulencia

Durante la interaccién con el huésped FQ, se cree que varios factores de virulencia juegan
papeles criticos para el éxito del patdgeno, aunque su contribucidn precisa a la patogenicidad
general del CBc aun no se ha dilucidado por completo, aunque se ha puesto de manifiesto que
los factores de quorum sensing, la adquisicion de hierro a través de sideréforos y la biosintesis

de lipopolisacaridos son requeridos para una patogenicidad completa (336).

Se cree que las lipasas extracelulares, las metaloproteasas y las proteasas de serina desempefian
funciones directamente relacionadas con la interaccidn con las células epiteliales (337). Las
estructuras de la superficie bacteriana como el LPS, los flagelos y los pili también son
importantes en la interaccién con el huésped FQ. Flagelos, pili y una adhesina de 22 kDa juegan
un papel importante en la motilidad y la adherencia a la célula huésped. El LPS de CBc induce
una fuerte respuesta inmune que puede contribuir al dafio de la célula huésped (338). En este
contexto, el andlisis de los factores de virulencia en las 41 cepas estudiadas nos indica que la
especie B. contaminans cuenta con genes relacionados a la produccidn de flagelos, pero no
presenta los genes cblA y cblS que codifican para el cable pili, descripto para las cepas de B.
cenocepacia del linaje ET-12, ni la proteina AdhA de 22 kDa, la cual se asocia con las anteriores.
B. contaminans cuenta con casi todos los genes homadlogos de B. cenocepacia para la produccion
de LPS con tres grupos principales de lipido A, core y antigeno O (98), y genes adicionales de
modificacién de azlcar, hldD/hldA (339), pero no con el gen rmiD. A su vez cuenta con los genes
homodlogos para la sintesis del polisacarido cepacian, que desempefia un papel en el

establecimiento de biofilms y tiene un rol en la supervivencia de la bacteria a ambientes
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adversos (124). Los aislamientos ST 102, adicionalmente, cuentan con otro clister de genes que
estd involucrado en la sintesis de otros posibles polisacaridos de superficie (genes homdlogos a

BCAL3217 - BCAL3246).

Todos los aislamientos de la especie B. contaminans poseen, al menos, un sistema cldsico de QS
LuxIR, denominado CeplR, que proporciona un mecanismo para una rapida adaptacién a los
cambios ambientales. En CBc, el QS regula la expresion de varios factores de virulencia, como
toxinas, proteasas, lipasas y sideréforos. La motilidad swarming y la formacién de biofilms
también estan reguladas por QS en Bcc (340). Ademas del sistema conservado CeplR presente
en todos los aislamientos B. contaminans analizados, los aislamientos ST 872 y STI-3 de esta
especie tienen un sistema QS adicional, el sistema CcilR. Los genes que codifican para este
sistema de QS antes mencionado fueron descriptos en la seccién anterior 4.5.1. y son
acompafados por homdlogos a marcadores de patogenicidad como porinas, amidasas y el
marcador epidémico BCESM, en la isla gendmica de B. contaminans, la cual podria estar

relacionada con la virulencia y el metabolismo en esta especie.

Se ha reportado que el QS regula una multitud de funciones involucradas en la virulencia de B.
contaminans, que incluye las metaloproteasas extracelulares ZmpA y ZmpB, el sideréforo
ornibactina, las lectinas BclA y BclC, la proteina nematocida AidA, el pili tipo Flp y los sistemas
de secrecién tipo Il (T3SS) y tipo VI (341). Todas estas proteinas estan presentes en todos los

aislados B. contaminans estudiados en esta seccion.

La produccién de siderdforos como pioquelina, acido salicilico, cepabactina y ornibactina,
también contribuyen a la patogénesis de Bcc (342). En el caso de B. contaminans se identificaron
genes que codifican para la produccién de ornibactina, pirrolnitrina, occidofungina y, en los
aislados ST 102, pioquelina. Ademas de su papel en la adquisicién de hierro, la pioquelina parece
jugar un papel en la lesidn del tejido (343). También se ha demostrado que el hierro unido a la
pioquelina es un catalizador eficiente para la formacién de radicales hidroxilos (OH") y para
aumentar el dafo en la arteria pulmonar, las células endoteliales y las células epiteliales

pulmonares, como resultado de la exposicién al superdxido y al peréxido de hidréogeno (344).

En cuanto a la pirrolnitrina y ornibactina, como ya se describid anteriormente, son compuestos
con funcién antifungica. La pirrolnitrina, que es producida por algunas bacterias Bcc y varias
otras bacterias Gram negativas, inhibe el crecimiento de una amplia gama de hongos y de
algunas bacterias Gram positivas (345). La occidiofungina se describid por primera vez en la cepa
B. contaminans MS14 (346), mostrando su actividad contra una amplia gama de hongos (347).

Este grupo de genes estd ausente en los genomas de algunas especies de Bcc, incluidas B.
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cenocepacia y B. multivorans (348). La produccién de ambos compuestos antiflingicos se
encontré que estd positivamente regulada por QS en algunos aislamientos B. contaminans ST
872 (239). A la vez, se ha reportado que la ornibactina es el sideréforo biolégicamente mas

importante y puede compensar la funcion de la pioquelina (349).

Otro factor de patogenicidad encontrado en B. cenocepacia es el sistema de secrecidn tipo IV
(SST4) (350) y B. contaminans presenta genes homdlogos a este sistema. El SST4 estd
involucrado en la translocacion de macromoléculas a través de la membrana celular y
representa un mecanismo ampliamente distribuido para la transmisién de resistencia a

antibidticos y de factores de virulencia en bacterias patogenas (351).

También se detectd en los aislamientos ST 872, ST 102 Y STI-3, y no en los aislamientos ST 482,
el factor de virulencia activado por estrés KatA, una catalasa de gran importancia para la

supervivencia intracelular de microorganismos como Legionella pneumophila (352).

4.6. Transmisidn y contagio de aislados B. contaminans en pacientes con FQ

Los aislamientos secuenciados de Argentina recuperados del esputo de pacientes con FQ son en
su mayoria ST 872 y algunos pocos ST 102 y ST 482. Los perfiles alélicos de los dos aislamientos
STI-1 y del aislamiento STI-2 son casi idénticos al ST 872 (ver Tabla Suplementaria 2 del Anexo
1), sélo varia un nucledtido en el gen gyrBYy gltB, respectivamente. Como se observa en la Figura
15, en general, la cepa (mismo ST) persiste en el tracto respiratorio durante la infeccién crénica,
aunque en algunos casos (pacientes 2, 3, 4 y 5) el paciente es colonizado por mds de un tipo de

cepa en el curso de la infeccién.

Como ya se habia discutido en el Capitulo 1, curiosamente, la distribucion de los ST a lo largo del
tiempo mostrd que desde el brote ocurrido en 2004 (160) el ST 872 prevalecié durante 10 afios,
hasta que un aparente reemplazo lento o coinfeccidn por ST 102 comenzé aproximadamente en
2013-2014 (Figura 15). Cabe sefialar que antes de 2013, ST 102 se recuperd, pero principalmente
de entornos hospitalarios y muestras ambientales, y apenas en pacientes con FQ (pacientes 2 y

3).

A partir del analisis con el software chewBBACA, se determiné la clonalidad entre los
aislamientos dependiendo de la similitud del perfil alélico sobre la base del esquema MLST del
genoma completo (wgMLST). Los clones son sefalados en la Figura 15 con el mismo numero (1
al 9) y por lo que podemos observar es que ademds de recuperar aislamientos clonales en un
mismo paciente a lo largo de los afios como en el caso de los pacientes 3, 6,8, 10 y 11, también
se recuperaron en distintos pacientes, los cuales concurrieron a distintos hospitales y en

distintos afos. Por ejemplo, los aislamientos determinados como clon 1, se recuperaron tanto
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del paciente 1 como del paciente 3, 7 y 11. Los pacientes 1, 3 y 7 concurrian al mismo hospital y
el aislamiento de estos fue en la época del brote de organismos del CBc que ocurrié en muchos
centros de tratamiento de pacientes con FQ de Argentina a principios de 2004. Lo mismo ocurre
con el clon 4, el cual fue aislado de los pacientes 3 y 6, los cuales recibieron tratamiento en el
mismo hospital entre los afios 2014 y 2016. En estos casos, por lo tanto, se puede inferir que la
transmisién ocurrié persona-persona o que el ambiente pudo funcionar como un reservorio del
aislamiento. En este sentido, aunque las politicas estrictas de control de infecciones
implementadas en los hospitales de todo el mundo han logrado disminuir el contagio por
transmisién paciente-paciente, este sigue ocurriendo o bien el ambiente continda siendo un
nicho importante para la adquisicién de infecciones por parte de la poblacién de pacientes con

FQ.

Por otro lado, los clones 1y 6 fueron aislados ambos del paciente 11 que recibe tratamiento en
otro hospital que los pacientes 1,3y 7, localizados en distintas provincias del pais. En este caso,

el nicho de esta bacteria podria haber sido algtin producto industrial.
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Figura 15. Aislamientos recuperados a lo largo de los afios de infeccion crénica de los pacientes tratados
en los hospitales de Argentina. Los circulos representan a cada aislamiento y el color el tipo de cepa (ST)
gue son: color azul es ST 872, color rojo es ST 102, color naranja STI-1, color verde STI-2 y color gris ST
482. Los pacientes fueron atendidos en el Hospital de Nifios de La plata, excepto por los 2 pacientes
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sefialas con * que fueron atendidos en el Hospital Santisima Trinidad de Cérdoba. Los niumeros (1 al 9)
sefialan los aislamientos considerados clones mediante el anélisis con el software chewBBACA.

Con el objetivo de establecer si la diversificacidn fenotipica constituye una estrategia empleada
por los organismos del CBc para establecerse en el pulmén del hospedador y colonizarlo
cronicamente, se estudiaron dos de los genes que podrian ocasionar la hipermutacién (genes
mutS, y mutl) ambos pertenecientes al sistema de reparacién MRS (mistmach rapiar system), y
se encontraron mutaciones en algunos de los aislamientos de los pacientes 2, 3,4, 5y 6. Por
este motivo, uno de los estudios que se proveen a futuro es determinar la frecuencia de
mutacion empleando la técnica de resistencia a rifampicina, y asi determinar la relacion de

dichas mutaciones con el fenotipo hipermutador a lo largo de la infeccién crénica.

Los potenciales factores de virulencia que se describieron para B. contaminans y que cubren
varios aspectos relacionados con el potencial patégeno de estos microorganismos, se deben
continuar estudiando en los pacientes con infeccidn pulmonar crénica con el objetivo de avanzar
en el conocimiento de mutaciones patoadaptativas que ocurren a lo largo de la infeccidn.
También, se pretende avanzar en el estudio de los mecanismos de resistencia a antimicrobianos
que tienen estos microorganismos y de la adaptacidon evolutiva frente a las terapias

antimicrobianas frecuentes a las que son expuestos.
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5. Conclusion

Las bacterias B. contaminans, asi como las del resto del Complejo Burkholderia cepacia, son
altamente versatiles, es decir que pueden adaptarse a diversos ambientes, y tienen genomas
grandes (entre 6 y 9 Mb) formados por multiples replicones, caracteristicas que por lo que se
cree aumentan su flexibilidad para adquirir y perder genes (97). En general, los genomas tienen
en promedio un alto contenido GC (66 %). Los genomas de las bacterias de B. contaminans
secuenciados hasta ahora estdn organizados en tres grandes replicones cromosémicos y de uno
a dos plasmidos, que codifican juntos en promedio mas de 7000 genes. La mayoria de los genes
conservados se encuentran en el replicon cromosémico mas grande, pero cada cromosoma

parece codificar otros genes esenciales.

Los aislamientos de B. contaminans analizados en este estudio, fueron recuperados tanto del
ambiente como de pacientes con FQ en distintas partes del mundo, es decir que su distribucidn
es global, no existe una evolucién especifica. Estos se agrupan en clusteres dependiendo el tipo
de cepa (ST), tanto por el analisis de calculos de identidad de nucleétidos promedio (ANI) como
cuando se comparan los aislados por ausencia/presencia de genes homdlogos, y no se
diferencian segun el origen de la muestra (ambiental o clinico), es decir que cualquier cepa

ambiental tendria capacidad patogénica.

En el contexto de este anadlisis podemos destacar que el uso del esquema MLST, ademas de
identificar las especies dentro del CBc, es una herramienta rdpida y eficaz para caracterizar y

diferenciar nuevas cepas dentro de la misma especie del CBc.

Cabe destacar que, en Argentina, B. contaminans es la especie del CBc que se aisla con mas
frecuencia en pacientes con FQ. Particularmente, las bacterias B. contaminans ST 872 fueron un
linaje que prevalecid durante 10 afios, a partir del brote que tuvo lugar en distintos centros FQ
de Argentina ocurrido en 2004 (160), y que con el estudio de clonalidad podemos sugerir que
existié transmisidn de estos microorganismos entre pacientes o una misma fuente ambiental de
adquisicidn. A su vez, estos microrganismos tienen una supuesta isla gendmica de 80 kb de bajo
contenido GC que codifica aproximadamente 75 secuencias de codificacion predichas, y muestra
un alto porcentaje de identidad con una parte de la secuencia de la isla de patogenicidad
BcenGI11 de B. cenocepacia 12315, relacionada tanto a la virulencia como al metabolismo,
incluyendo el marcador BCESM vy las secuencias homdlogas de los genes ccil, amil y opcl entre
otros. Por las caracteristicas mencionadas, podemos confirmar que este tipo de cepa (ST872)

fue un tipo de cepa epidémica.
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El pangenoma analizado de B. contaminans, formado por un total de 12117 proteinas diferentes
a partir de 41 genomas, es abierto por lo que los aislamientos de esta especie tendrian gran
capacidad adaptativa. Un pangenoma abierto es una peculiaridad que hace especialmente
peligroso a un patdgeno por la potencial capacidad de intercambio del repertorio genético,
pudiendo conducir a la adquisicién de nuevas resistencias o incorporar nuevos mecanismos de
virulencia e infeccion. Ademas, un pangenoma abierto es un reflejo de una rdpida velocidad de
evolucidén. La fraccién mds grande del genoma core pertenece a genes clasificados como
metabdlicos, principalmente asociados a procesos housekeeping, esenciales para la existencia
de una célula. El numero de genes que codifican proteinas de funcién desconocida o
pobremente caracterizada fue elevado y estos podrian ser genes novedosos que no muestran
homologia en la base de datos COG, adquiridos por transferencia horizontal, lo que contribuye

a la diversidad metabdlica de la especie.

Finalmente, el trabajo llevado a cabo en este capitulo nos permitié disponer de material para, a
partir de ahora, poder determinar si los hubiera, los genes que constituyen el blanco de
mutaciones denominados “patoadaptativos” que permitirian optimizar la adaptacién del
patdgeno en las vias respiratorias del hospedador. También podriamos continuar los estudios
de hipermutacién, evaluar la evolucidn de resistencia antimicrobianos y obtener una visién de

como el patdgeno evoluciona bajo las presiones selectivas del hospedador.
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La aplicacion de las técnicas de PCR, RFLP-Haelll, MALDI-TOF y secuenciacion de gen recA y otro
u otros genes del MLST, sobre la coleccion de aislados CAMPA, permitié actualizar los datos
epidemioldgicos demostrando que B. contaminans continla siendo la especie predominante,
tanto en los primeros aislados como en la infeccidn crénica, entre los organismos del CBc que se

aislan de las vias aéreas de los pacientes con FQ en nuestro pais.

En el dia a dia de identificacidn de aislamientos pertenecientes al CBc en el laboratorio, cuando
no se dispone de un espectrometro de masas, la técnica mas empleada es la PCR-recA-RFLP-
Haelll debido a su relativa sencillez y rapidez. Sin embargo, en este trabajo de Tesis confirmamos
que, disponiendo de un secuenciador, el uso del esquema MLST es una herramienta rdpida, y la

mas robusta y eficaz para caracterizar a los organismos a nivel de Complejo, especie y cepa.

Con el andlisis de las secuencias gendmicas de mas de 80 aislados, pudimos concluir que las
bacterias B. contaminans son altamente versatiles, es decir que pueden adaptarse a diversos
ambientes, y tienen genomas grandes (entre 6 y 9 Mb) formados por tres grandes replicones
cromosémicos y de uno a dos plasmidos, que codifican juntos en promedio mds de 7000 genes.
En general, los genomas tienen en promedio un alto contenido GC (66 %). La mayoria de los
genes conservados se encuentran en el replicon cromosémico mas grande, pero cada

cromosoma parece codificar otros genes esenciales.

El andlisis comparativo del pangenoma de aislamientos de Burkholderia contaminans ha puesto
de manifiesto que es claramente abierto, evidenciando una alta capacidad de intercambio de su
repertorio genético. Un pangenoma abierto es una peculiaridad que hace especialmente
peligroso a un patdgeno pudiendo conducir a la adquisicién de nuevas resistencias o incorporar
nuevos mecanismos de virulencia e infeccién. Ademas, un pangenoma abierto es un reflejo de

una rapida velocidad de evolucién.

La fraccién mas grande del genoma core pertenece a genes clasificados como metabdlicos,
principalmente asociados a procesos housekeeping, esenciales para la existencia de una célula.
El numero de genes que codifican proteinas de funcién desconocida o pobremente caracterizada
fue elevado y estos podrian ser genes novedosos que no muestran homologia en la base de datos
COG, adquiridos por transferencia horizontal, lo que contribuye a la diversidad metabdlica de la

especie.

Los tipos de cepa (ST) B. contaminans que circulan en la regién son ST 872, ST 102 y ST 482,
observandose una mayor incidencia de los aislamientos ST 872 hasta el afio 2013, asi como una
alta persistencia de éstos a lo largo de la infeccién crénica. A partir del afio 2013, comenzaron a

tener incidencia los aislamientos ST 102, principalmente, y ST 482, desplazando por completo

213



Conclusiones

hacia el afio 2016 a los aislamientos ST 872 en nuevas infecciones. Es decir que, en los ultimos
anos de estudio, sélo se recuperaron aislamientos ST 872 de pacientes que comenzaron a
transitar la infeccion crénica antes de 2016, y que en la mayoria de los casos el tipo de cepa se
mantuvo a lo largo de la infeccidon crénica. Sin embargo, los pacientes contintdan colonizados por

estos microrganismos por mas de 10 afios con infecciones recalcitrantes dificiles de erradicar.

Cuando se compara las secuencias gendmicas de todos los aislamientos de esta especie (por
ANI o por ausencia/presencia de genes homdlogos entre aislados), estos se agrupan en clados
segun el ST y no se diferencian segun el origen de la muestra (ambiental o clinico), por lo que

cualquier cepa ambiental tendria capacidad patogénica.

Aunque en la epidemiologia mundial, B. contaminans no es la especie de mayor incidencia entre
los organismos del CBc, la distribucidn de esta especie es global y podemos encontrar cada tipo
de cepa, principalmente ST 102 y ST 482, en diversas partes del mundo, es decir que no existe

una evolucidn especifica.

En cuanto a la diversidad dentro de la especie, las bacterias B. contaminans ST 872 fueron el
linaje que mas prevalecié (durante 10 afios a partir del brote) y con el estudio de clonalidad
podemos sugerir que existio transmisién de estos microorganismos entre pacientes o con una
misma fuente ambiental de adquisiciéon. También se observa que practicamente todos los
pacientes infectados con estos organismos cursaron infeccion crénica por largos periodos

(algunos hasta 11 afios de infeccidn).

Hemos descripto por primera vez que B. contaminans ST 872 tiene una supuesta isla genédmica
de 80 Kb de bajo contenido GC que codifica aproximadamente 75 secuencias de codificacion
predichas, y muestra un alto porcentaje de identidad con una parte de la secuencia de la isla de
patogenicidad BcenGI11 de B. cenocepacia 12315, relacionada tanto a la virulencia como al
metabolismo, incluyendo el marcador BCESM vy las secuencias homdlogas de los genes ccil,

amil y opcl entre otros.

Por las caracteristicas mencionadas, podemos confirmar que este tipo de cepa (ST872) fue un

tipo de cepa epidémica.

En este trabajo de tesis, también se demostrdé por primera vez que los aislamientos B.
contaminans ST 872 presentan los genes homologos al operén BCAM0257-8-9 en la region del
marcador BCESM de la isla descripta que podria asociarse a la capacidad de presentar un alto
porcentaje de subpoblaciones de persistores en cultivos en biofilm cuando las mismas son
sometidas a altas concentraciones de antimicrobianos para las cuales son sensibles

(ciprofloxacina y meropenem).
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Esta podria representar una de las estrategias que explicaria la gran dificultad que existe para
erradicar las infecciones de B. contaminans ST 872, que tal como mencionamos han
permanecido colonizando pacientes por mas de 10 afos. Los persistores tolerantes a
antibidticos que surgen durante el tratamiento con antimicrobianos y su probable permanencia
y protecciéon en un biofilm podrian constituir un importante reservorio de patdgenos

sobrevivientes.

Establecer una causalidad entre la presencia de persistores y las fallas en las terapias
antimicrobianas no es trivial. Es esencial conocer mds sobre el surgimiento de las
subpoblaciones de persistores para poder desarrollar nuevos enfoques en dichos tratamientos
y poder erradicar infecciones crénicas o potencialmente crénicas. La presencia del operdn
BCAMO0257-8-9, cerca de la region BCESM, podria ser responsable de la aparicidon de células
persistentes, dando a las bacterias una ventaja adicional para su persistencia dentro del huésped
y, por lo tanto, las dificultades para erradicar la infeccién crénica por B. contaminans. Por lo
tanto, la deteccion de este operdn en los primeros aislamientos de pacientes podria usarse como

un indicador del tratamiento a implementar.

En cuanto a los potenciales factores de virulencia que presenta B. contaminans y que cubren
varios aspectos relacionados con el potencial patdgeno de estos microorganismos, se encontro
que B. contaminas cuenta con genes relacionados a la produccién de flagelos, pero no presentan
los genes cblA y cblS que codifican para el cable pili, descripto para las cepas de B. cenocepacia
del linaje ET-12, ni la proteina AdhA de 22 kDa, la cual se asocia con las anteriores. Estos
organismos cuentan con casi todos los genes homélogos de B. cenocepacia para la produccion
de LPS con tres grupos principales de lipido A, core y antigeno O, y genes adicionales de
modificacién de azucar, hldD/hldA, pero no con el gen rmID. A su vez cuenta con los genes
homodlogos para la sintesis del polisacarido cepacian, que desempeia un papel en el
establecimiento de biofilms y tiene un rol en la supervivencia de la bacteria a ambientes

adversos.

Todos los aislamientos de la especie B. contaminans poseen, al menos, un sistema cldsico de QS
LuxIR, denominado CeplR, que proporciona un mecanismo para una rdpida adaptacion a los
cambios ambientales. Ademas del sistema conservado CeplIR presente en todos los aislamientos
B. contaminans analizados, los aislamientos ST 872 tienen un sistema QS adicional, el sistema
CcilR. Se ha reportado que el QS regula una multitud de funciones involucradas en la virulencia
de B. contaminans, que incluye las metaloproteasas extracelulares ZmpA y ZmpB, el sideréforo

ornibactina, las lectinas BclA y BclC, la proteina nematocida AidA, el pili tipo Flp y los sistemas

de secrecion tipo Il (T3SS) y tipo VI (341).
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Conclusiones

Entre ellos se encontraron elementos implicados en la captacién y transporte del hierro, un
proceso de gran importancia para los patdgenos en general. Se identificaron genes que codifican
para la produccidn de ornibactina, pirrolnitrina, occidofungina y, en los aislados ST 102,
pioquelina, siderdforos que contribuyen a la patogénesis. Otro factor de patogenicidad
encontrado en B. contaminans es el sistema de secrecion tipo IV (S5T4), el cual representa un
mecanismo ampliamente distribuido para la transmisién de resistencia a antibidticos y de

factores de virulencia en bacterias patégenas.

En este trabajo de tesis también se ha descripto una nueva especie perteneciente al Complejo
Burkholderia cepacia denominada Burkholderia puraquae (pur.a.quae. L. adj. purus -a -um
pure; L.n. aqua agua; NLgen. n. puraquae de agua pura). Son bacterias gramnegativas, aerobias,
bacilos no formadores de esporas. Generalmente las colonias son hiumedas y brillantes. Todos
los aislados caracterizados crecen en el intervalo de 30 a 37 ° C en agar MacConkey y en BCSA,
mientras que no se observa crecimiento a 42 ° C. El analisis global del genoma de esta nueva
especie mostrd varios sistemas de defensa celular contra el estrés bidtico y abidtico, que en

parte podria explicar la adaptabilidad de esta especie bacteriana a diversos ambientes.

Los organismos que fueron empleados para definir la nueva especie se obtuvieron de tanques
de agua de dialisis de los servicios de hemodidlisis del Hospital de Nifios en la provincia de
Cérdoba. Si bien estan acantonadas hace mas de 5 afios en el ambiente hospitalario no se han

aislado aun de pacientes con FQ.

Finalmente estamos convencidos que este trabajo de Tesis Doctoral nos permitié disponer de
un material sumamente valioso, que hasta ahora hemos empleado sélo una pequefia
proporcidn. A partir de ahora podriamos determinar si los hubiera, los genes que constituyen el
blanco de mutaciones denominados “patoadaptativos” que permitirian optimizar la adaptacion
del patdgeno en las vias respiratorias del hospedador. Podriamos continuar los estudios de
hipermutacidn, evaluar la evolucién de resistencia a antimicrobianos y obtener una visién de

como el patdgeno evoluciona bajo las presiones selectivas del hospedador.
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Tabla Suplementaria 1. Datos del ensamblado de los aislamientos secuenciados.

Tamaio Tamaiio o

Cepa kmer combination contig contig Tar:nano N10 N10 N50 NS0 N90 N30
min prom contig max count count count
5242 21,33,55,77,99,127 552 102.510 1.393.909 1.393.909 1/84 298.217 9/76 80.959  28/57
6568 21,33,55,77,99,127 527 101.775 1.024.978 1.024.978 1/84 311.493 9/76 111.824 26/59
6664 21,33,55,77,99,127 559 106.073 1.393.923 1.393.923 1/82 398.014 8/75 71.389  29/54
6666 21,33,55,77,99,127 596 103.378 787.206 606.848 2/83 398.013 9/76 75.047  27/58
6808 21,33,55,77,99,127 500 13.624 1.393.913 1.393.913 1/685 399.537 8/678 60.842 30/656
6810 21,33,55,77,99,127 543 103.392 1.393.933 1.393.933 1/84 378.370 8/77 88.218 27/58
6812 21,33,55,77,99,127 560 100.991 986.201 986.201 1/86 378.534 9/78 74.950 30/57
CCUG54369 21,33,55,77,99,127 501 27.598 474.341 383.273 2/293 163.838 16/279 47.386 51/244
CCUG58711 21,33,55,77,99,127 500 102.856 1.428.647 1.428.647 1/80 361.469 8/73 174.277 21/60
CCUG59019 21,33,55,77,99,127 511 62.357 986.320 986.320 1/113 278.673 8/106 78.891 25/89
CCUG59223 21,33,55,77,99,127 541 96.450 986.237 986.237 1/72 278.673  8/65 78.891  26/47
CCUG59607 21,33,55,77,99,127 550 48.801 347.946 241,522 3/158 108.685 22/139 33.194 68/93
CAMPA 514 21,33,55,77,99,127 508 197.446 1.196.065 1.196.065 1/43 510.163 6/38 212.035 16/28
CAMPA 516 21,33,55,77,99,127 522 154.288 887.803 887.803 1/51 413.556 7/45 122.515 20/32
CAMPA 529 21,33,55,77,99,127 528 166.985 887.803 887.803 1/47 422.635 7/41 163.319 18/30
CAMPA 533 21,33,55,77,99,127 508 140.699 798.539 628.409 2/58 282.489 9/51 117.207 26/34
CAMPA 188 21,33,55,77,99,127 518 148.641 1.366.417 1.366.417 1/44 422419 4/41 123.989 15/30
CAMPA 547 21,33,55,77,99,127 500 21.199 1.393.892 1.393.892 1/343 324.305 6/338 57.970 25/319
CAMPA 652 21,33,55,77,99,127 541 236.960 1.366.512 1.366.512 1/36 697.662 4/33 212.103 14/23
CAMPA 686 21,33,55,77,99,127 508 146.222 887.817 887.817 1/54 415.468 8/47 159.540 20/35
CAMPA 816 21,33,55,77,99,127 559 109.422 1.393.920 1.393.920 1/75 278.863 9/67 86.513  29/47
CAMPA 819 21,33,55,77,99,127 552 170.454 887.756 887.756  1/46  382.467 8/39 157.797 21/26
CAMPA 1013  21,33,55,77,99,127 508 174.104 887.696 887.696 1/45 422.619 7/39 190.138 18/28
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CAMPA 834
CAMPA 1439
CAMPA 1450
CAMPA 988
CAMPA 1002
CAMPA 1203
CAMPA 1517
CAMPA 1516
CAMPA 1563
CAMPA 1579
CAMPA 1613
CAMPA 1654
CAMPA 1670
CAMPA 1676
CAMPA 1726
CAMPA 1732
CAMPA 1745
CAMPA 1749
CAMPA 1766
CAMPA 1769
CAMPA 1773
CAMPA 1809
CAMPA 1171
CAMPA 1614
CAMPA 1615
CAMPA 315
CAMPA 320
CAMPA 423

21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127

500
528
500
508
552
508
506
528
524
508
500
508
541
528
528
508
528
508
510
508
523
506
513
508
508
508
520
508

32.513
154.356
116.849
118.712
157.271
168.123

89.202
147.432
130.709
144.944
120.233
146.550
116.462
134.156
149.698
149.251
146.994
137.076

91.155
155.895
126.324

83.343
166.966
106.061
181.196
215.407
102.008
215.312

792.730
887.813
639.497
857.514
857.517
665.536
818.020
887.803
887.778
855.571
855.363
681.031
1.393.766
638.463
887.704
697.034
843.696
1.096.667
1.393.904
887.803
986.247
1.296.978
1.366.535
887.803
1.624.631
1.271.311
829.946
1.655.675

585.905
887.813
628.413
857.514
857.517
628.351
806.904
887.803
887.778
855.571
855.363
665.547
1.393.766
602.456
887.704
628.415
843.696
1.096.667
1.393.904
887.803
986.247
1.296.978
1.366.535
887.803
1.624.631
1.271.311
543.394
1.655.675

2/253
1/51
2/69
1/67
1/50
2/47
2/94
1/53
1/61
1/56
1/68
2/53
1/58
2/59
1/53
2/53
1/54
1/59
1/93
1/50
1/66
1/105
1/47
1/75
1/43
1/36
2/84
1/36

296.829
413.785
342.610
422.530
380.935
414.424
278.863
380.931
279.681
298.573
365.366
382.289
378.347
342.218
380.789
298.561
382.286
335.262
298.998
381.600
428.662
312.729
422.024
413.721
422.444
627.534
312.623
476.763

9/246
8/44
9/62
7/61
8/43
8/41
10/86
7/47
9/53
9/48
8/61
8/47
6/53
9/52
8/46
9/46
8/47
8/52
8/86
8/43
7/60
9/97
6/42
8/68
5/39
5/32
10/76
5/32

91.904
154.334
104.862
117.123
108.333
163.330

69.525
122.526
106.229
146.074
117.207
146.062

91.475
146.074
125.202
122.506
154.337
112.506

73.078
154.527

98.226

68.432
191.165
154.334
157.566
212.103

82.799
212.120

26/229
21/31
26/45
20/48
22/29
20/29
34/62
21/33
24/38
24/33
24/45
22/33
22/37
24/37
22/32
25/30
22/33
23/37
30/64
20/31
22/45
30/76
18/30
21/55
17/27
14/23
29/57
15/22
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CAMPA 424
CAMPA 426
CAMPA 432
CAMPA 472
CAMPA 1818
CAMPA 1819
CAMPA 563
CAMPA 688
CAMPA 689
CAMPA 867
CAMPA 852
CAMPA 1827
CAMPA 1828
CAMPA 1812
CAMPA 1821
CAMPA 1822
LMG16227
LMG23253
LMG23255
CAMPA 242
CAMPA 250
CAMPA 184
CAMPA 181
CAMPA 186
CAMPA 187

21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127
21,33,55,77,99,127

513
511
505
518
508
511
508
508
508
508
500
508
502
505
505
508
579
500
507
507
501
512
508
508
500

227.294
139.651
143.602
108.293
197.725
143.580
161.607
136.845
150.778
150.775
25.156
140.021
150.310
170.439
62.623
154.419
81.872
29.165
88.064
181.793
163.742
170.909
151.456
166.896
63.851

1.376.618
1.366.266
1.366.425
1.336.505
1.366.404
887.812
1.366.455
856.035
855.561
855.363
1.366.410
855.999
638.474
887.740
887.803
887.745
1.226.026
553.797
807.300
1.096.737
1.096.758
1.366.349
887.803
887.803
1.096.742

1.376.618
1.366.266
1.366.425
1.336.505
1.366.404
887.812
1.366.455
856.035
855.561
855.363
1.366.410
855.999
628.409
887.740
887.803
887.745
1.226.026
516.028
807.300
1.096.737
1.096.758
1.366.349
887.803
887.803
1.096.742

1/34
1/47
1/55
1/80
1/39
1/55
1/50
1/59
1/52
1/52
1/331
1/56
2/51
1/46
1/129
1/51
1/99
2/246
1/82
1/43
1/48
1/38
1/52
1/47
1/127

476.763
422.451
380.931
384.845
398.595
413.773
380.928
379.735
380.928
380.928
466.488
396.464
413.950
466.488
497.866
498.547
235.368
324.317
379.445
413.703
466.404
413.721
398.617
412.639
413.721

6/29
4/44
7/49
8/73
6/34
8/48
7/44
8/52
8/45
8/45
6/326
8/49
8/45
7/40
6/124
6/46
10/90
9/239
8/75
7/37
6/43
4/35
8/45
8/40
7/121

191.202
163.319
154.527
83.553
163.319
154.527
124.329
114.990
153.769
153.769
113.292
154.469
155.338
122.601
190.291
163.319
78.895
80.892
82.306
163.319
212.119
122.535
126.781
154.402
163.319

15/20
14/34
20/36
24/57
17/23
20/36
21/30
23/37
22/31
21/32
19/313
20/37
21/32
20/27
17/113
17/35
33/67
26/222
25/58
18/26
17/32
16/23
22/31
21/27
19/109
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Tabla Suplementaria 2. Tipo de cepa (ST) y perfiles de alelos de los aislamientos secuenciados y
descargados del NCBI obtenidos utilizando la herramienta en linea MLST de la web del Centro
para Epidemiologia Gendmica (https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/). Las secuencias de
nucleédtidos de cada alelo, los perfiles alélicos y los tipos de secuencias para todos los aislados
estan disponibles en el sitio web de CBc PubMLST (http://pubmist.org/CBc).

I=alelo indefinido

Paciente  Aislamiento atpD  gltB gyrB  lepA phaC recA trpB ST

1 NF 69 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ 8294 349 164 224 226 73 71 74 872
NF 285 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ 8508 64 80 76 105 97 89 70 102
FQ B 046 349 164 224 226 73 71 74 872
FQB 179 349 164 224 226 73 71 74 872
NF 174 349 164 224 226 73 71 74 872
NF 244 349 164 224 226 73 71 74 872
NF 223 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ B 032 64 80 76 105 97 89 70 102
FQB 351/14 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ C 2524 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ C2788 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ D 2378 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ 8452 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ B 539-1 349 164 ! 226 73 71 74 STI-1
FQ B 789 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ B 1003 349 164 I 226 73 71 74 STI-1

FQ 7887-1 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ 8793-2 349 164 224 226 73 71 74 872
HSM 005 349 I 224 226 73 71 74 STI-2
HSM 9169-1 349 164 224 226 73 71 74 872
HSM 9169-2 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ B 808 349 164 224 226 73 71 74 872
FQB421/14 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ C 2860 349 164 224 226 73 71 74 872

O 00 00 00 N NOYVO OO OO0l L Lt L1 i b B H WWWWWWWWNNDNNNDNRE

FQ C 2947 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ C 3061 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ C3158 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ D 2430 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ D 2501 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ D 2555 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ D 2620 349 164 224 226 73 71 74 872
NF 87 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ 7905 349 164 224 226 73 71 74 872
FQ C 2521 64 80 76 105 97 89 70 102
FQ C3108 64 80 76 105 97 89 70 102
FQ D 2574 64 80 76 105 97 89 70 102
FQ 8232 349 164 224 226 73 71 74 872
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10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
12
13
14
15
16
17
18

FQ 9102
HST 195
HST 196
HST 210
HSTB 15
HSTB 16
HST 64
HST 105
HST 106
HST 108
HST 116
HST 169
HST 172
HST 187
HST 234
HSTB 32
HSTB 38
HSTB 39
FQ D 2673
FQ D 2710
LMG 16627
LMG 23253
LMG 23255
CCUG 54369
CCUG 59607
HST 74
HST 144
5242
6568
6664
6666
6808
6810
6812
CCUG 58711
CCUG 59019
CCUG 59223
LMG 233617
LTEB
FFH2055
MS14
FFI-28
FL-1-2-30-S1-DO
CH-1
ZCC
SK875

349
349
349
349
349
349
349
349
349
349
349
349
349
349
349
349
349
349
64
151
89
64
64
89
89
151
151
64
151
64
64
64
64
64
151
64
64
64
64
349

164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
164
80
192
164
80
80
164
164
192
192
80
192
80
80
80
80
80
192
80
80
80

164
217
80
422
80
80
80

224
224
224
224
224
224
224
224
224
224
224
224
224
224
224
224
224
224
76
245

76
76

245
245
76
245
76
76
76
76
76
245
76
76
76
80
224
630
76

76
76
76

226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
226
105
158
164
105
105
164
164
158
158
105
158
105
105
105
105
105
158
105
105
105
122
226
39
105
39
105
105
105

73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
97
173
98
97
97
98
98
173
173
97
173
97
97
97
97
97
173
97
97
97
97
73
327
97
54
97
97
97

71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
71
89
152
156
89
89
156
156
152
152
89
152
89
89
89
89
89
152
89
89
89
89
71
71
89
71
89
89
89

74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
74
70
151
158
70
70
158
158
151
151
70
151
70
70
70
70
70
151
70
70
70
151
74
419
70

70
70
70

872
872
872
872
872
872
872
872
872
872
872
872
872
872
872
872
872
872
102
482
STI-3
102
102
STI-3
STI-3
482
482
102
482
102
102
102
102
102
482
102
102
102
STI-4
872
910
102
STI-5
102
102
102
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