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1. La Fibrosis Quística 

La fibrosis quística (FQ) es la enfermedad genética hereditaria severa de mayor mortalidad en 

individuos caucásicos (1, 2). Esta es una enfermedad autosómica recesiva, es decir que la misma 

se manifiesta cuando se han heredado los dos genes específicos alterados, manifestando en 

consecuencia el enfermo con fibrosis quística, los síntomas 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 síntomas asociados a la misma (3). La enfermedad es 

consecuencia de la mutación en un gen que codifica una proteína de 1.480 aminoácidos, 

denominada regulador de conductancia transmembrana de la FQ (acrónimo en inglés Cystic 

Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator; CFTR), situada en la porción apical de la 

membrana de las células epiteliales del aparato respiratorio, en células del páncreas, de las vías 

biliares,  glándulas sudoríparas y en el sistema genitourinario (4, 5). En consecuencia, estamos 

en presencia de una enfermedad multisistémica.  

1.1. Estructura y función 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 posición 31.2, conteniendo 27 exones (6). La proteína CFTR es un 

polipéptido, el cual en su forma madura tiene un peso molecular de 170 KDa. Esta proteína está 

formada por dos motivos repetidos compuestos cada uno por un dominio hidrofílico que 

atraviesa la membrana (TMD, transmembrane domain) que contiene seis hélices y una región 

hidrofílica importante de unión a ATP (NBD, nucleotide binding domain). Ambos motivos se 

encuentran unidos por un dominio citoplasmático (dominio R) codificado por el exón 13 que 

contiene varios residuos cargados (Figura 1). La fosforilación del dominio R y la 

heterodimerización "de cabeza a cola" dependiente de ATP de los NBD controla la activación del 

canal iónico (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 aminoácidos codificado por el gen, contiene dos motivos repetidos compuestos cada 
uno por 6 segmentos transmembrana y un módulo de unión a ATP, unidos por una región central que 
tendría función 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 proteína CFTR, se comporta como un canal de cloro, controlado por AMPc (adenosín 

monofosfato cíclico), que regula directamente los movimientos de los iones cloruro e 

indirectamente los movimientos del sodio y agua. Su alteración conduce a una anomalía en el 

transporte de iones, de manera que los pacientes producen un moco espeso y viscoso, que 

obstruye los conductos del órgano donde se localiza y con repercusiones multisistémicas que 

condicionan la variedad de sus manifestaciones clínicas.  

1.2. Mutaciones en el gen CFTR 

Hasta el presente, se han identificado más de 1.900 mutaciones en el gen que codifica la 

proteína CFTR, que pueden causar fibrosis quística (Clinical and Functional Translation of CFTR 

(CFTR2) www.cftr2.). La mutación más frecuente es la deleción de tres nucleótidos que tiene 

como resultado la pérdida de una fenilalanina en la posición 508 (ΔF508) de la proteína CFTR 

(9). Esta mutación está presente en el 70 al 80 % de los alelos FQ a nivel mundial (10). El sistema 

de clasificación más reciente puede agrupar a aproximadamente el 80% de las mutaciones en 

seis clases basado en las alteraciones que éstas causan en la proteína CFTR, lo que permite una 

http://www.chromosome7.htmlplanet.com/custom4.html
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mejor comprensión de las consecuencias funcionales de cada tipo de mutación y, 

adicionalmente, presentar posibles targets terapéuticos. Las mutaciones de las clases I a VI se 

encuentran resumidas en la (Figura 2). Las mutaciones de las clases I y II son típicamente 

caracterizadas por una reducción en la cantidad de proteína CFTR expresada. La clase I son 

mutaciones que alteran la producción de la proteína en el núcleo de la célula, se genera un 

codón de stop prematuro resultando en una proteína truncada completamente disfuncional, lo 

cual tiene como consecuencia la ausencia total o parcial de la proteína. En conjunto, representan 

aproximadamente el 10% de las mutaciones CFTR en todo el mundo y la mutación más frecuente 

en esta clase es G542X (11). Las mutaciones de clase II, que incluyen la mutación ΔF508, 

producen una proteína mal plegada o inmadura que sufre degradación intracelular y, por lo 

tanto, alteran el proceso de maduración de la proteína y su transporte a la membrana de la 

célula, de manera que el CFTR no está presente en la membrana o lo está en muy baja cantidad 

y no funciona de forma adecuada.  

Por el contrario, las clases III y IV resultan en un defecto cualitativo de CFTR, con una cantidad 

de proteína a menudo adecuada correctamente localizada pero con una limitación en la 

conductancia de iones a través del canal (12, 13).En la clase III, se expresa la proteína CFTR en la 

membrana apical, pero exhibe una disfunción en la activación y regulación a nivel de membrana. 

G551D es la más común 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 geográfica significativa (14). Las mutaciones de clase IV (más frecuente R117H) 

dan como resultado la presencia de proteína CFTR correctamente localizada en la superficie 

celular, pero la conducción 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 proteína por lo que aumenta el recambio de CFTR 

funcional en la membrana. La amplia variedad de mutaciones en el CFTR explicarían 

parcialmente la heterogeneidad de las manifestaciones clínicas entre pacientes FQ (15). 
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Figura 2. Proteína CFTR wild-type y sus seis clases defectuosas. 

1.3. Epidemiología de la Fibrosis Quística 

Se ha reportado que en la población caucásica la incidencia de esta enfermedad es de 1 por cada 

2.500-6.000 recién nacidos, dependiendo de la región 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 niños nacen con fibrosis 

quística (17). En este país el estudio de la distribución de la enfermedad por raza permitió 

comprobar que la misma afecta a alrededor de 1/3.300 nacidos vivos para niños de raza blanca, 

a 1/15.300 nacidos vivos de niños de raza negra y a 1/32.000 de origen asiático (17). En España 

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 últimos datos 

reportados por el Programa de Pesquisa Neonatal de Fibrosis Quística estiman una incidencia 

de 1 caso en 7.213 nacimientos. De ello, se infiere que la prevalencia de portadores sanos de la 

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

En los últimos años se ha observado, a nivel mundial, un importante aumento en la media de la 

edad de sobrevida, como resultado del diagnóstico precoz, el conocimiento de los mecanismos 

responsables de la sintomatología de la enfermedad, mejoras globales del tratamiento basado 

en la fisiopatología, la formación de equipos interdisciplinarios integrados por: neumonólogos, 

kinesiólogos, nutricionistas, gastroenterólogos, enfermeras, bioquímicos, 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 países desarrollados como 

Estados Unidos y Dinamarca puede llegar a superar los 60 años, ya que la misma está 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 mayoría de los 

pacientes, el acceso al tratamiento más apropiado y las condiciones sociales hacen que en la 

actualidad la expectativa de vida en Argentina sea menor, promediando los 40-45 años. De todas 

formas, la esperanza de vida de los pacientes ha mejorado notablemente, debido entre otras 

causas, a la implementación de la Ley nacional 26.279 (2007) de Pesquisa Neonatal, que 

estableció que se practicarán las determinaciones para la detección y posterior tratamiento de 

las patologías 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 

así las tasas de morbilidad y mortalidad. 

1.4. Métodos de diagnóstico de la Fibrosis quística 

La mayoría de los pacientes con FQ han sido diagnosticados a través de antecedentes familiares, 

características fenotípicas consistentes con la enfermedad, incluida la enfermedad 

sinopulmonar crónica, anomalías gastrointestinales y nutricionales, síndromes de pérdida de sal 

y anomalías genitales en los hombres, y a través de la prueba de monitoreo neonatal de la FQ 

(screening neonatal). 

Hoy en día, muchas organizaciones, a nivel mundial, apoyan la implementación de la detección 

de la FQ para recién nacidos, ya que el diagnóstico temprano se asocia con muchos beneficios. 

La intervención terapéutica temprana puede conducir a una reducción de la gravedad de la 

enfermedad, lo que resulta en una disminución de la carga de atención a lo largo de la vida del 

paciente y en costos médicos reducidos (19).  

En Argentina, el análisis neonatal se efectúa en las primeras semanas de vida del recién nacido 

y se basa en la evaluación de tripsinógeno inmunoreactivo (TIR) en sangre (20, 21). Altas 

concentraciones de TIR sugieren injuria pancreática, consistente, aunque no específica con FQ. 

Este marcador se encuentra aumentado aún en neonatos con mutaciones del gen CFTR de clase 

IV y V asociados con insuficiencia pancreática. Los niveles de TIR de un recién nacido pueden ser 

altos debido a un nacimiento prematuro o a un parto estresante. Por esa razón los recién nacidos 

que presentan una alta concentración de TIR en el examen inicial deben someterse a una nueva 

determinación pasadas 1 a 3 semanas del primer examen (TIR/TIR), o al análisis 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 detección positivo significa que el niño tiene un mayor riesgo de desarrollar FQ. 

El diagnóstico se confirma posteriormente a través del test del sudor, el cual continúa siendo 

una excelente herramienta diagnóstica. La prueba mide la concentración de cloruro en el sudor. 

Concentraciones >60 mmol/L confirman el diagnóstico. Sin embargo, los resultados deben ser 

interpretados siempre por expertos, en el contexto de cada paciente. Así, niños 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 diagnóstico por este método se recomiendan dos determinaciones positivas (24). 

En los últimos años se ha implementado el diagnóstico genético para los pacientes con test de 

sudor positivo. Para ello se solicita la secuenciación del gen CFRT. Por lo general se aplican 

técnicas de rastreo de mutaciones que identifican patrones anormales empleando sistemas 

comerciales que identifican las mutaciones más frecuentes en FQ con una sensibilidad de 

alrededor del 75%. Actualmente se aplica la técnica de rastreo de mutaciones basada en la 

desnaturalización a alta resolución del ADN (High Resolution Melting (HRM)). Los niveles de 

sensibilidad de esta determinación con cercanos al 100%. 

1.5. Manifestaciones clínicas de la enfermedad 

Históricamente se ha considerado que la FQ es un trastorno genético que da lugar a una 

enfermedad severa que se manifiesta en los primeros años de la vida del niño y cuya 

sintomatología más común se asocia a la mal absorción intestinal lo que conlleva a diarreas 

crónicas, malnutrición y a una neumopatía crónica. Sin embargo, actualmente se la define como 

un trastorno complejo que produce un amplio abanico de expresiones clínicas que pueden 

aparecer a cualquier edad y también de forma atípica. Las manifestaciones clínicas más 

sobresalientes que sugieren el diagnóstico de la enfermedad pueden presentar una amplia 

variedad de expresiones a nivel gastrointestinal, respiratorio, endocrino y de crecimiento, 

detalladas en la Tabla 1. La afectación digestiva es prácticamente total y se alteran las tres 

funciones principales: digestión, absorción y motilidad, siendo la mala absorción el síntoma 

capital (3).  
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Tabla 1. Manifestaciones Clínicas de la Fibrosis Quística. 

 

En relación a la afección respiratoria, los diferentes tipos de modificaciones de la proteína CFTR 

alteran el transporte de cloro a través de las membranas y modifican las secreciones 

bronquiales, haciéndolas más viscosas. Así, la enfermedad pulmonar resulta del bloqueo de las 

vías aéreas más pequeñas con un moco espeso característico. La inflamación y la infección 

producen daño a los pulmones y cambios estructurales que conducen a una variedad de 

síntomas. En las etapas iniciales, comúnmente se presenta tos incesante, producción de flema, 

y una disminución en la capacidad aeróbica. Estos síntomas y manifestaciones empeoran cuando 

ocurre la colonización bacteriana, que puede crecer en forma descontrolada y causar neumonía. 

Asociadas a las infecciones respiratorias, estos pacientes presentan también obstrucción en los 

senos paranasales debido a la acumulación de moco denso. La oclusión de los orificios nasales, 

hace que se acumulen las secreciones y éstas crean un ambiente propicio para la colonización 

de los patógenos antes mencionados. En estos casos, se pueden presentar dolor facial, fiebre, 

secreción nasal profusa y cefaleas. La inflamación por sinusitis crónica puede ocasionar en estos 

pacientes la formación de pólipos nasales que pueden agravar la obstrucción de las vías 

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 fácilmente diagnosticada. En estos casos las manifestaciones clínicas difieren 

Enfermedad Respiratoria Crónica 
Tos crónica 
Colonización de las vías aérea por patógenos  
Obstrucción de las vías aéreas 
Anormalidades persistentes en el tórax 
Pansinusitis 
Pólipos nasales 
 
Enfermedad Gastrointestinal 
Ileomeconial, síndrome de obstrucción intestinal distal, prolapso rectal 
Insuficiencia pancreática, pancreatitis 
Cirrosis biliar 
Edema con hipoproteinemia, deficiencia en vitaminas liposolubles 
Síndrome de Pseudo-Bartter (pérdida de sal con alcalosis metabólica) 
 
Afección endócrina y de crecimiento 
Diabetes 
La mala absorción de vitamina D produce baja disponibilidad de Ca y P lo cual 
conduce a la osteoporosis. 
Dedos en palillos de tambor producidos por hipoxia en los huesos 
Infertilidad dada la azoospermia obstructiva 
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considerablemente, presentando una alteración de la función pulmonar leve a moderada o 

incluso normal. Se reportó que en estos casos sólo 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 niño. 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 infección pulmonar crónica, la mala 

absorción de nutrientes en el tracto gastrointestinal, y el aumento de la demanda metabólica 

asociado a la afección crónica. 

1.5.1. Infección de las vías respiratorias en pacientes con FQ 

En los pacientes con FQ, la enfermedad a nivel pulmonar se caracteriza por un círculo vicioso de 

inflamación e infección, lo cual resulta en la principal causa de morbilidad y mortalidad. Las 

personas enfermas experimentan a diario diversos síntomas respiratorios cuya intensidad es 

variable. Entre estos síntomas se pueden citar el aumento de tos y producción de esputo, cambio 

en la apariencia del esputo, aumento de dificultad para respirar, disminución de la tolerancia al 

ejercicio, disminución en el bienestar general, a los que debe sumarse debilidad, fiebre y falta 

de apetito (28). 

Las vías respiratorias de estos pacientes se ven colonizadas por una gran variedad de 

microorganismos. Con la aparición de métodos de cultivo mejorados y enfoques independientes 

del cultivo, incluyendo la tecnología de secuenciación de nueva generación, está claro que las 

vías aéreas de los pacientes con FQ se colonizan crónicamente con infecciones polimicrobianas, 

que incluyen  bacterias, hongos y virus (29–32). Estas comunidades polimicrobianas están 

altamente individualizadas para cada paciente y promueven intrincadas interacciones entre 

microbios y patógenos 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 infección respiratoria.  
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Figura 3. Las infecciones pulmonares en pacientes con FQ son polimicrobianas, complejas y difíciles de 
tratar. Las vías 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 crónicas compuestas de diversos organismos bacterianos, fúngicos y virales. 
Como se destaca en la figura, las comunidades microbianas del pulmón con FQ se enfrentan con terapias 
antimicrobianas frecuentes, factores inmunes del huésped y un ambiente pulmonar alterado (que incluye 
la presencia de regiones hipóxicas [bajas en oxígeno] y anóxicas [sin oxígeno]) durante la progresión de la 
enfermedad. Este cuadro de situación contribuye al desarrollo de infecciones crónicas que a menudo han 
disminuido la diversidad microbiana y están representadas principalmente por organismos que se han 
vuelto altamente adaptados y resistentes al tratamiento. La combinación de diversas fuentes de 
colonización, interacciones dinámicas entre dominios, adaptación microbiana, factores ambientales y 
terapia del paciente median el outcome del paciente. Finalmente, la infección pulmonar crónica culmina 
en una disminución de la función pulmonar, que se vuelve más grave durante las exacerbaciones 
pulmonares y la progresión de la enfermedad en etapa tardía. Esta fuerte disminución de la función 
pulmonar en última 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 epidemiología en la microbiología 

de la FQ. Esto se debe principalmente a la cambiante dinámica temporal y regional que 
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presentan las diferentes especies predominantes, y a la diferencia en prevalencia de los 

patógenos para cada paciente, dependiendo de la edad, del estado clínico y del estadío de la 

enfermedad (35, 36). Si bien las vías aéreas de estos pacientes están colonizadas en general por 

comunidades polimicrobianas, podemos destacar los “patógenos típicos de la FQ” que 

comprenden: Pseudomonas aeruginosa, (aunque su incidencia disminuyó significativamente en 

los últimos años), Staphylococcus aureus meticilinsensible (MSSA) y meticilinresistente (MRSA), 

Haemophilus influenzae, Stenotrophomonas y Achromobacter (cuyas prevalencias e incidencias 

están en permanente aumento), Escherichia coli, y diversas especies del Complejo Burkholderia 

cepacia (CBc) (36–39). 

Estudios de muestras respiratorias de niños pequeños con FQ han demostrado que en las vías 

aéreas están presentes diferentes grupos bacterianos y que la diversidad bacteriana es mayor 

en la edad temprana hasta la adolescencia, disminuyendo hacia la adultez. La presión de 

selección de tratamientos prolongados con antibióticos 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 composición de las comunidades microbianas 

identificadas de muestras principalmente de esputo, es decir, que los tipos y abundancia relativa 

de diferentes grupos microbianos varía considerablemente entre pacientes. 

A través de investigaciones sobre el microbioma de las vías respiratorias de pacientes con FQ se 

pudo determinar que la composición 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 análisis demostraron que 

la presencia de mayor diversidad de especies parecería estar asociada a un mejor estado 

pulmonar. Las tendencias actuales son por lo tanto intentar reducir la administración de 

antimicrobianos recurrentes que sería en parte la una de las razones que llevarían a una 

disminución de la diversidad en la microbiota (40). 

De acuerdo a los registros de pacientes de la fundación de Fibrosis Quística (EE.UU), 

aproximadamente el 80% los pacientes con FQ mayores de 18 años se encuentran colonizados 

por P. aeruginosa (41) por lo que ha sido ésta la especie más estudiada hasta el momento. P. 

aeruginosa coloniza muy eficientemente el tracto respiratorio de estos pacientes. En ese 

entorno, caracterizado por una distribución heterogénea de los nutrientes, la exposición a la 

respuesta inmune del huésped, y los continuos tratamientos terapéuticos con antibióticos, las 

bacterias se enfrentan a retos de adaptación continua. Por lo tanto, durante la infección 

pulmonar a largo plazo los organismos infectantes sufren adaptaciones genéticas que 
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conducen a variaciones fenotípicas las cuales han sido muy bien caracterizadas para aislados 

clínicos de P. aeruginosa. Ejemplos bien conocidos de este proceso de diversificación incluyen 

la conversión al fenotipo mucoide (42, 43), la inactivación de funciones asociadas a las señales 

de quorum sensing (QS) (44), pérdida de la motilidad (45), resistencia a los antibióticos (28) y un 

aumento de la tasa de mutación 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 difíciles de ser eliminadas aún con tratamientos antibióticos 

agresivos (46).  

1.6. Tratamiento 

La fibrosis quística es, hoy por hoy, una enfermedad incurable. Los tratamientos que 

actualmente se aplican se destinan a paliar los efectos de la afección 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 atención integral, idealmente en Unidades de Fibrosis Quística 

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 cuál es el tratamiento más adecuado. El objetivo básico del tratamiento 

consiste en prevenir o controlar la progresión de la enfermedad respiratoria para evitar o 

disminuir el daño pulmonar irreversible, marcador principal del pronóstico. Para esto, los pilares 

básicos de los tratamientos de los pacientes con FQ se basan en cumplir con los controles 

periódicos, lograr el reconocimiento y el tratamiento precoz de las exacerbaciones con 

antibióticos, donde se utilizan terapias multi-drogas para palear las infecciones microbianas 

sinusales y pulmonares. A su vez, se recomienda mantener una nutrición adecuada con 

administración de enzimas pancreáticas en cada comida, desarrollar mecanismos de adaptación, 

establecer hábitos 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 infección pulmonar, 

también se utilizan medicamentos inhalados (tobramicina) para ayudar a abrir las vías 
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respiratorias obstruidas y llevar a cabo una terapia sustitutiva de la enzima DNAsa para diluir el 

moco y facilitar la expectoración. Suele administrarse también la vacuna antigripal y la 

antineumocóccica polisacárida (de 23 serotipos) anualmente. En casos en los que la enfermedad 

pulmonar empeore, la oxigenoterapia puede ser una opción, y en los casos de degeneración 

irreversible y grave de la capacidad pulmonar, el trasplante de pulmón es la única vía de solución 

posible, pero sólo se recomienda en algunos casos (47–52).  

En cuanto a las nuevas terapias, éstas tienen por objetivo corregir el efecto básico 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 

alteración genética del transportador, y ii) la terapia con “moduladores”, moléculas cuyo 

objetivo es corregir el defecto funcional del transportador.  

i) La terapia génica está explorando la forma de introducir copias normales del gen en las vías 

respiratorias de los pacientes con FQ usando adenovirus y virus adeno-asociados, así como 

formulaciones de liposomas no virales. Dichos ensayos siguen siendo prometedores, pero hasta 

ahora no han llevado a los avances clínicos esperados que potencialmente puede ofrecer este 

enfoque (53, 54). 

ii) La terapia dirigida a la restauración de la función de la proteína CFTR ha tenido más éxito. En 

los últimos años se ha comenzado a tener resultados sobre fármacos capaces de actuar 

directamente sobre la proteína CFTR: potenciadores y correctores, dependiendo de la mutación. 

Los potenciadores mejoran el transporte de la proteína CFTR anómala hasta la membrana 

celular y los correctores facilitan su funcionamiento incrementando la apertura del canal. El 

efecto combinado de ambos produciría un incremento de la cantidad y funcionalidad de la 

proteína CFTR en la superficie celular, traduciéndose en un aumento del transporte de cloro y 

una mejora significativa en la evolución clínica de los pacientes. 

2. Burkholderia 

Burkholderia es un vasto grupo de bacilos Gram negativos no fermentadores. Actualmente, 

comprende más de 120 especies que ocupan nichos ambientales extremadamente diversos, 

como el suelo, el agua y las plantas. Estas especies son capaces de colonizar también hábitats 

animales y humanos. Por su extraordinaria capacidad metabólica, pueden ser empleadas en la 

promoción del crecimiento de las plantas, en biorremediación y biocontrol de plagas. Sin 

embargo, Burkholderia comprende también dos patógenos de clase 3, Burkholderia mallei y 

Burkholderia pseudomallei, y un número creciente de especies reportadas como patógenos 



 
 

Introducción general 
 

 

 26 

oportunistas en humanos (infecciones pulmonares en pacientes con FQ, en enfermedad 

granulomatosa crónica, y en pacientes inmudeprimidos).  

Por años 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 

rizósfera, producir compuestos antifúngicos o fijar N2, y en las que producen efectos 

desfavorables en plantas, animales y/o humanos (55). En particular, debido al gran potencial 

biotecnológico 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 patógenas 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 

biotecnológicas, ya que rara vez ha habido informes clínicos que indiquen un riesgo de estas 

cepas para la salud humana (59). 

Se ha intentado entonces, establecer estas diferencias a través de la construcción de árboles 

filogenéticos basados en la secuencia concatenada de 21 proteínas conservadas de más 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. Árbol filogenético basado en la secuencia de 21 proteínas conservadas de los genomas 
secuenciados de los miembros del género Burkholderia utilizando el método de Máxima Verosimilitud 
(Maximum Likelihood) (60). 

El clado I de la figura 4, denominado Burkholderia sensu stricto, comprendería las especies 

patógenas 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 podrían 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 más problemática 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 patógenas de plantas, de humanos, pero también 
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algunas viven endófitamente dentro de las pantas sin causar ninguna enfermedad o síntomas 

(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 nitrógeno, 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 aíslan de pacientes infectados (65), a menudo 

se considera que no representan ningún riesgo para la salud humana y por lo tanto han surgido 

como candidatos prometedores para aplicaciones en biocontrol, biofertilización y 

biorremediación (59, 60, 66). En este aspecto otros grupos de trabajo como el de Leo Eberl y 

Peter Vandamme han reportado que esta es una “visión deseosa, potencialmente peligrosa y 

ciertamente simplificada de la problemática” (58). 

Se intentó también emplear los datos de genómica 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 bioinformático demostró claramente que muchos 

factores de virulencia, incluidos los sistemas de secreción Tipo III, IV y VI se encuentran 

principalmente en representantes del clado Burkholderia sensu stricto mientras que están 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 

infección como C. elegans o G. mellonella (67, 68), y sí expresar la mayoría factores de virulencia 

que se sugirieren como indicativos de patógenos, 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 infección en mamíferos, 

pueden ser utilizados como predictores absolutos de confiabilidad para su uso biotecnológico. 

Asimismo, la posición taxonómica de una cepa tampoco es indicador inequívoco de su 

potencial patogénico y, por lo tanto, la decisión sobre el uso industrial o biotecnológico de una 

cepa de Burkholderia puede ser tomada solo caso por caso después de una caracterización 

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

En 2018, Peter Vandamme y Leo Erbel realizan un interesante trabajo de actualización 

taxonómica 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 descripción de las más de 100 especies reportadas hasta 
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2018, y se describen las diferentes estrategias de clasificación taxonómica basadas en métodos 

moleculares y fenotípicos propuestas en los últimos años (70).  

 

Figura 5. Árbol filogenético basado en el alineamiento de 24.213 nucleótidos 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 mayoría de las especies de Burkholderia (hoy denominado 

Burkholderia sensu lato). Las secuencias genómicas de los organismos de este grupo presentan 

un contenido G+C (mol %) de 64–69 %. La taxonomía 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 excepción de 

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

3. Complejo Burkholderia cepacia 

3.1. Taxonomía del Complejo Burkholderia cepacia 

El complejo Burkholderia cepacia (CBc), es un grupo taxonómico de, hasta el momento, 23 

especies estrechamente relacionadas y fenotípicamente 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 1 a 5 μm de longitud (73), fueron identificados en 1950 por W.H. Burkholder como agentes 

causantes de la pudrición de cebolla (74) y en los años 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 múltiples 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, homología de ADN-ADN, los valores de composición de lípidos 

celulares, ácidos grasos, y características fenotípicas. Un estudio minucioso realizado por el 

grupo De Peter Vandamme y colaboradores en 1997 discriminó las cepas del complejo B. cepacia 

en cinco genomovares (I-V) que representaban grupos de bacterias fenotípicamente similares 

pero que eran genéticamente lo suficientemente distintas como para ser designadas como una 

nueva especie (76). Esto puso en marcha una nueva definición en el curso de la investigación 

sobre la taxonomía y epidemiología de estas especies. Hasta hace algunos años, el CBc estaba 

constituido por 9 especies formalmente descriptas, pero el reconocimiento de Burkholderia 

ubonensis y la asignación de 5 nuevas especies al complejo en el año 2008 (77), incrementaron 

el número de especies a 15. La descripción del taxón K en 2009 (Figura 6), que comprende a las 

especies B. lata y B. contaminans (78), la descripción 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 número de especies del CBc a 23, tal como se 

describe a continuación: 
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Figura 6. Evolución taxonómica 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, cáncer, etc. (83). Asimismo han sido reportadas infecciones graves por 

organismos del CBc adquiridos en la comunidad, tales como endocarditis, abscesos cerebrales 

(84) y neumonía (85). Otro grupo de riesgo frente a las infecciones por organismos del CBc lo 

constituyen los pacientes que sufren granulomatosis crónica (EGC).  

3.2. Distribución 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 asociación con una lista cada vez mayor de huéspedes que incluye plantas, 

hongos, animales y humanos. El tipo de interacción con estos hospedadores puede ser 

beneficiosa, perjudicial o ambos. La presencia de estas bacterias en el medio ambiente podría 

explicar que en ausencia de transmisión paciente-paciente, los nichos naturales o los diversos 

establecimientos industriales/farmacéuticos y sus productos podrían ser las fuentes de infección 

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 tenían un perfil 

electroforético idéntico al de una cepa de esta especie (ATCC 25416) originalmente aislada de 

una planta de cebolla (87). Las evidencias más concluyentes al respecto fueron aportadas por 

los trabajos realizados por un consorcio de laboratorios de Europa, EE.UU. y Canadá quienes 

emplearon la técnica de MLST para estudiar una población de casi 800 aislamientos del CBc 

provenientes del ambiente, pacientes y la industria (57, 86, 88). Estas investigaciones 

permitieron determinar que un importante número de aislamientos clínicos de B. cepacia, B. 

multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. vietnamiensis y B. ambifaria poseían secuencias de 

nucleótidos idénticas en los 7 loci del sistema MLST, a las encontradas en aislamientos 

recuperados del medio ambiente (provenientes de ríos, agua, cebollas, maíz) 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 clínico coincidían 

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 contaminación 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 períodos prolongados en gotas respiratorias en 

superficies a temperatura ambiente (91). Muchas de ellas poseen también la capacidad de 

persistir largos tiempos en agua.  

Está 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 políticas estrictas de control de 

infecciones en todo el mundo, con las cuales se ha logrado disminuir el contagio por transmisión 

paciente-paciente. Sin embargo, el medio ambiente, el ambiente hospitalario y la industria 

continúan siendo nichos importantes para la adquisición de infecciones por parte de la 

población de pacientes FQ (94, 95).  

En este sentido el laboratorio de “Biofilms Microbianos” del CINDEFI recibe desde diferentes 

hospitales nacionales, desde hace más de 15 años, aislamientos clínicos 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 búsqueda de posibles nichos de persistencia en el ambiente 

hospitalario.    

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

del Complejo Burkholderia cepacia 

Estas bacterias altamente versátiles, tienen genomas grandes (entre 6 y 9 Mb) formados por 

múltiples replicones (96). Se cree que el gran tamaño 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 están organizados en tres grandes replicones cromosómicos y 

de uno a cinco plásmidos, que codifican juntos en promedio más de 7000 genes (97). La mayoría 

de los genes conservados (housekeeping) se encuentran en el replicón cromosómico más 

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 

que contribuye a su diversidad metabólica. Contienen varios tipos de secuencias de inserción, 

pequeños fragmentos de ADN móviles transponibles que están involucrados en la plasticidad 

del genoma y la regulación de la expresión génica, y casi el 10% de los genomas está en forma 

de islas genómicas (IG). Se cree que estas regiones se adquieren durante la evolución, 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 continuación, se explican los más 

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

Lipopolisacáridos (LPS) 

Los LPS, de las bacterias que componen el CBc están constituidos en general por un lípido A que 

constituye el núcleo, oligosacáridos y un antígeno O. A diferencia de lo observado en otros 

Gram-negativos, el núcleo oligosacárido del LPS de estas bacterias no contiene fosfato o 3-

deoxy-D-manno-oct-2-ácido octulosónico (KDo). Asimismo, en la columna vertebral del lípido A 

se ha descrito la presencia de restos de 4-amino-4-deoxyarabinosa unidos a restos de fosfato 

que poseen implicancias en la resistencia a antibióticos del tipo de péptidos catiónicos y 

polimixina (99, 100). Como es típico en otros organismos Gram-negativos, el antígeno-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 serotipificación bacteriana (101). 

Expresión de señales de quorum sensing (QS) 

En el caso de organismos Gram-negativos, se ha descripto un sistema de señales de 

comunicación 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 concentración 
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umbral, estas moléculas contribuyen a modular la expresión génica en células vecinas. La 

regulación por AHLs es dependiente de la densidad celular, y sólo se produce cuando las 

poblaciones de bacterias superan un umbral crítico, por lo que la detección de señales de QS 

proporciona un mecanismo por el cual las bacterias pueden rápidamente adaptarse a un 

determinado ambiente (102). El primer sistema QS descripto en las bacterias del CBc se 

identificó en la cepa B. cenocepacia K56-2 y se llamó CepIR (86). CepI es una acil homoserina 

lactona (AHL) sintasa y CepR un regulador transcripcional que puede detectar AHL. Desde 

entonces, se han identificado sistemas homólogos en todas las especies del CBc. Ciertas cepas 

de B. cenocepacia poseen un segundo sistema, CciIR, codificado en la región del BSESM. 

También, se descubrió un tercer regulador, CepR2, un análogo de LuxR (103). La mayoría de los 

genes controlados por QS están regulados por CepR (104). Mientras que CepR funciona 

principalmente como un regulador positivo, CciR principalmente inhibe la expresión génica y 

aproximadamente 200 genes están co-regulados recíprocamente por estos sistemas. CepR2 

influye en la expresión 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 más pequeñas de N hexanoil-homoserina-lactona. Además de 

este sistema QS basado en AHL, otros sistemas QS encontrados en las bacterias del CBc emplean 

4-hidroxi-2 alquilquinolinas o ácidos cis-2-dodecenoicos (= el factor de señal difusible de 

Burkholderia (BDSF)) (105). Los genes regulados por QS son, por ejemplo, genes que codifican 

proteínas involucradas en la síntesis de sideróforos, producción de proteasas, motilidad, 

formación de biofilms y un sistema de secreción tipo III (104). Además 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, YciL, BCAM1871, AtsR) 

influyen en la regulación del QS (106–109).  

Formación de biofilms 

Se supone que los biofilms son responsables de la aparición de infecciones crónicas (110, 111) 

Dado que se describe que las bacterias del CBc forman biofilms en superficies abióticas, pero 

también en superficies bióticas como las células epiteliales, se cree que la formación de biofilm 

es importante en las infecciones pulmonares CBc crónicas (105). Sin embargo, los mecanismos 

exactos involucrados en la formación de biofilm quedan por determinar. Las fimbrias, los pili y 

los flagelos juegan un papel en la adhesión inicial con RpoN que regula la motilidad flagelar (105).  

Otros reguladores involucrados en la formación de biofilms incluyen AtsR, un supuesto 

regulador de respuesta sensor de quinasa y ShvR, un regulador de tipo LysR (109, 112). Se cree 

que las lectinas son importantes para el desarrollo estructural y, según Inhülsen et al. (2012) 
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BapA, una proteína de gran superficie juega un papel importante en la formación del biofilm 

(113). El screening de una biblioteca de mutantes de inserción aleatoria de la cepa B. 

cenocepacia H111 identificó 13 mutantes defectuosos en la formación de biofilms (106). Los 

genes involucrados codificaron proteínas de superficie, proteínas reguladoras y proteínas 

requeridas para la biosíntesis y el mantenimiento de la membrana externa. Además, se confirmó 

que el QS desempeña un papel en la formación de biofilms (106). Los exopolisacáridos son 

unidades de polisacárido repetitivas ramificadas secretadas en el medio extracelular y parte de 

la matriz del biofilm (112). Se han identificado cinco exopolisacáridos diferentes en las bacterias 

del CBc, produciéndose cepacian en más abundancia (97).  

Sideróforos 

El hierro es esencial para varios procesos metabólicos bacterianos importantes, como la 

respiración y la síntesis de ADN (114). Sin embargo, la biodisponibilidad del hierro es baja debido 

a la muy baja solubilidad del ion Fe+3 (114). Por ejemplo, en los mamíferos hospedadores, el 

hierro está fuertemente unido a proteínas como la hemoglobina, la transferrina, la lactoferrina 

y la ferritina. Al agotarse el hierro, las bacterias producen sideróforos, compuestos quelantes de 

alta afinidad al hierro para buscar el hierro. Los complejos de Fe+3 solubles resultantes pueden 

ser absorbidos por mecanismos de transporte activos. Las bacterias del CBc pueden producir 

varios sideróforos (112). Mientras que las cepas de B. cenocepacia producen principalmente 

ornibactina y pioquelina, se cree que la producción de pioquelina en B. cenocepacia J2315 es 

defectuosa debido a una mutación en el marco de lectura de pchF. Sin embargo, se encontró 

que varios genes involucrados en la síntesis de pioquelina estaban regulados positivamente 

cuando B. cenocepacia J2315 se cultivó en un medio de crecimiento que contiene esputo FQ, lo 

que sugiere que la ruta de pioquelina todavía es funcional (115). 

Cable pili y adhesinas de 22 kDa 

Las infecciones en pacientes FQ pueden ser muy variables en su presentación clínica. 

Aproximadamente el 20% de pacientes infectados con organismos del CBc desarrollan el 

síndrome cepacia, caracterizado por neumonía y bacteriemia necrotizante. La adhesión de 

bacterias a las células epiteliales se considera que es uno de los primeros pasos en el proceso de 

infección. 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 vías respiratorias de los epitelios de estos pacientes (116–118). Para determinar la 

contribución específica del cable pili y la adhesina en la adherencia y la patogénesis, se han 
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construido y estudiado diferentes mutantes isogénicas. Específicamente, 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 disminución 

significativa en la adhesión/invasión. Esta diferencia fue más pronunciada en el Adha-mutante. 

Los resultados hasta ahora indican que, aunque el cable pili no es necesario para la expresión y 

función de la adhesina de 22 kDa, su presencia mejora la adhesión de la proteína de 22 kDa a la 

citoqueratina 13. Los aislamientos del CBc que no expresan pili, o poseen bajo nivel de 

expresión, 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 tamaño de la 

subunidad que las conforma (55 kDa de tipo I y 45 kDa para el tipo II) (120). Se ha reportado 

para la cepa  B. cenocepacia J2315 que la presencia de flagelos es esencial para invadir células 

de la línea A549 (121). La flagelina bacteriana presente en B. cenocepacia es reconocida por 

receptores celulares como Toll-like 5 (TLR5) (Figura 7). Su unión a estos receptores inicia una 

cascada de señalización, lo que resulta en la activación de NF-kB y secreción de IL-8 (122). 

La expresión de estos y otros factores que participan en la virulencia de los organismos del CBc 

dependería de las condiciones del ambiente pulmonar y de la etapa de la infección (primeras 

etapas o infección crónica) (123, 124). En los últimos años ha habido un gran interés en el estudio 

de los factores de virulencia expresados por las diferentes especies del CBc en la búsqueda del 

desarrollo de nuevas estrategias y/o el diseño de moléculas para combatir las infecciones por 

CBc. 

3.4. Identificación de bacterias pertenecientes al CBc  

3.4.1. Identificación fenotípica 

En los centros de salud hospitalaria normalmente se lleva a cabo el aislamiento y caracterización 

de aislados microbianos empleando  medios selectivos, siguiendo las prácticas clínicas 

microbiológicas recomendadas para el aislamiento e identificación de muestras de especímenes 

respiratorios (125, 126). Actualmente sobre los aislados obtenidos se aplican métodos 

convencionales de identificación bioquímica (crecimiento a diferentes temperaturas, 

determinación de actividades enzimáticas, asimilación de fuentes de carbono y nitrógeno, etc.) 
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de forma automatizada por sistemas como el Vitek 2 (bioMerieux). En la mayoría de los casos, 

también se realizan ensayos bioquímicos adicionales que permiten la discriminación entre otros 

organismos Gram-negativos multi-resistentes (B. cepacia-like bacteria) (125–127) y las pruebas 

de susceptibilidad a antimicrobianos (técnica de difusión con discos en medio Mueller-Hinton) 

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

sistemas de identificación comerciales mencionados han contribuido al manejo y tratamiento 

de pacientes con FQ, las pruebas fenotípicas presentan varias limitaciones tales como: (i) dentro 

de una misma especie no todos los aislados exhiben una determinada característica, (ii) la 

reproducibilidad del método no es alta; (iii)  variaciones fenotípicas que ocurren respecto a las 

cepas tipo durante la infección crónica, (iv) el  lento crecimiento que presentan los aislamientos 

recuperados de infecciones crónicas  (129).  

En los últimos 10 años los laboratorios de microbiología clínica a nivel mundial han incorporado 

en la rutina del diagnóstico microbiológico la espectrometría de masas (EM) mediante la 

plataforma MALDI-TOF (desorción/ionización mediante láser asistida por matriz) (130) para la 

rápida identificación de bacterias, levaduras y hongos de importancia clínica (77, 131–137). Bajo 

las condiciones de trabajo y la escala de masas analizada (m/z entre 3.000-1.000 Da) las 

proteínas que se observan en el espectro de masas corresponderán a las proteínas ribosomales. 

El espectro de masas generado, representa entonces un “fingerprinting” característico y propio 

para cada especie.  

El laboratorio de biofilms del CINDEFI desarrolló junto con el grupo del Dr. Dieter Naumann del 

Instituto Robert Koch de Berlín una metodología de identificación basada en el reconocimiento 

de los espectros MALDI-TOF obtenidos de células intactas empleando un software específico, 

que permite la identificación de organismos Gram negativos recuperados de pacientes con FQ 

(136).  

Desde hace aproximadamente 5 años esta técnica se ha implementado en más de seis hospitales 

públicos de la ciudad de Buenos Aires y en el Instituto Malbrán.  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 país recuperados de los pacientes con FQ (134). Sin embargo, debemos tener en 

cuenta que éste es un método de identificación fenotípico cuya robustez se basa en la diversidad 

de géneros, especies y cepas que se encuentren almacenadas en la base de datos acoplada al 

espectrómetro de masas empleado para hacer la identificación. Cuanto mayor sea la diversidad 

de géneros, especies y cepas almacenadas en dicha base de datos, mayor será la certeza de la 

identificación. El problema con los organismos aislados de tracto respiratorio de estos pacientes, 
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en particular, si provienen de pacientes infectados crónicamente, es que los organismos sufren 

modificaciones genéticas y fenotípicas en el hospedador que muchas veces no están 

contempladas o abarcadas por los organismos de referencia guardados en la base de datos. 

Sumado a este inconveniente también estos pacientes están colonizados por organismos no 

habituales para las infecciones de la clínica de rutina, por lo cual pueden no estar almacenados 

en la base de datos. Esto lleva a que en algunas circunstancias la identificación obtenida pueda 

ser errónea.   

Este escenario nos muestra que la identificación microbiológica de las muestras respiratorias en 

paciente con FQ es un desafío que debemos afrontar con la aplicación de diversas metodologías 

que combinen ensayos fenotípicos y genéticos.  

3.4.2. Identificación genética 

Los métodos genéticos son los más precisos y fiables para confirmar la identificación presuntiva 

de estos organismos. La comparación filogenética de la secuencia completa del gen 16S ARNr 

de una bacteria contra un banco de datos permite distinguir la mayoría de las especies conocidas 

oficialmente (73). Además, las sondas de hibridación fluorescentes in situ basadas en el gen 16S 

ARNr han demostrado ser prometedoras para la identificación microscópica directa de frotis de 

esputo de bacterias del CBc (138). Sin embargo, la secuenciación parcial del gen 16S ARNr o el 

estudio mediante RFLP (fragmentos de restricción 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 

proteína, RecA, han demostrado ser discriminatorios a nivel de especie, habiéndose diseñado 

cebadores para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) específicos a cada especie 

bacteriana dentro del CBc lo cual ha contribuido a la designación formal de varias especies (140). 

La amplificación 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 específica, 

no son exactos para todas las especies actualmente descriptas dentro del complejo (140, 141). 

La aparición de nuevas especies ha constituido y constituye un gran desafío para los laboratorios 

encargados de identificar y discriminar estos organismos. 

La identificación a nivel de especie debe ser siempre confirmada por pruebas adicionales de la 

siguiente manera: el análisis 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 

Tipificación de secuencia multilocus (MLST, del inglés Multilocus sequence typing). Este 

esquema de identificación, reportado en el año 2005, surgió de un trabajo realizado por un 

Consorcio Europeo constituido por Adam Baldwin (Universidad de Warwick, Reino Unido), 

trabajando en estrecha colaboración con Eshward Mahenthiralingam (Universidad de Cardiff, 

Reino Unido) y otros colaboradores de diferentes hospitales del Reino Unido. Este grupo creó 

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 información relacionada con 

aislados clínicos. El sistema desarrollado está 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 nucleótidos en 

fragmentos de 7 genes de expresión 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 única. MLST es el único sistema capaz de 

proporcionar la inequívoca identificación 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 mutación y las tasas de recombinación 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 metodología es de aplicación común en países desarrollados y en Argentina 

se comenzó a implementar en los últimos años con frecuencia creciente, a partir de la 

adquisición de secuenciadores de ADN en los servicios hospitalarios nacionales.  

En comparación 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 podrá ser contrastada contra las secuencias que se encuentran 

depositadas en la base de datos pública (http://pubmlst.org/CBc/) y podrá obtenerse para el 

microorganismo en estudio el tipo de cepa (ST) y su identificación a nivel de especie (143). La 

mayor facilidad que existe en la actualidad a nivel mundial para generar secuencias de ADN y el 

fácil acceso a la base de secuencias pública, hacen que el MLST tenga un importante papel en la 

vigilancia epidemiológica (88, 139, 143). 

Se ha propuesto el análisis de las variaciones de las secuencias del gen hisA para la identificación 

de la mayoría de las especies actuales dentro del CBc. Tanto el análisis filogenético del 

fragmento de 442 pb del gen hisA como el código de 11 letras obtenido de la combinación de 
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los nucleótidos dentro de gen hisA, pueden emplearse como herramientas adicionales para 

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

En consecuencia, la tipificación por MLST es una herramienta específica diseñada para la 

realización de estudios epidemiológicos moleculares y para la asignación 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 análisis de secuencia multilocus (MLSA, del 

inglés Multi Locus Sequence Analysis) emplea procedimientos filogenéticos basados en las 

secuencias de nucleótidos de alelos con el fin de revelar las similitudes entre las cepas que 

representan a diferentes especies y géneros. En este sentido, se demostró que una divergencia 

del 3% entre las secuencias concatenadas de los alelos se puede usar como un valor umbral para 

la delineación de especies dentro del CBc (78). Los árboles filogenéticos se deducen no sólo para 

servir de eje filogenético, sino también para poner de manifiesto las relaciones intra-especies a 

un nivel en donde el análisis comparativo de la secuencia en el rRNA 16S ya no es discriminatoria 

(139). 

3.5. Epidemiología de las infecciones con bacterias del CBc  

Como se mencionó anteriormente, las infecciones de las vías respiratorias en pacientes con FQ 

pueden ocurrir, ya sea por trasmisión de microorganismos de paciente a paciente o pueden 

adquirirse en el hospital o desde el medio ambiente (57, 145). La evolución y el pronóstico de la 

enfermedad son sumamente variables dependiendo principalmente de la especie infectante, 

del estado clínico general del paciente, y de la predisposición individual del paciente al momento 

de la infección (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 períodos de tiempo prolongados, 

sin embargo, otros sufren un grave deterioro en su estado pulmonar, o mueren poco después 

de la colonización inicial (148). Los pacientes que muestran un deterioro clínico muy rápido y 

poco controlable, conocido como "síndrome cepacia", representan una minoría 

(aproximadamente el 10% de los individuos). Estos pacientes sufren por lo general neumonía 

necrotizante y septicemia que resulta en la muerte prematura del paciente (149, 150). Las 

diferencias entre los patrones de infección 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 varía y depende de la ubicación 

geográfica (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). 

 
Figura 8. (A) Distribución de especies del CBc en pacientes con FQ de EE.UU. Los datos fueron obtenidos 
de más 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 Canadá, Reino Unido y otros países 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 región del Atlántico medio de los Estados Unidos entre 1980 y 2000 

(154). Esta cepa no contenía 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). 

Además, los aislados clonales de PHDC se recuperaron de suelos de campos agrícolas (94), lo 

que 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 región del Medio Oeste de los Estados 

Unidos (151). 
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Aunque la mayoría de las cepas problemáticas pertenecen a la especie B. cenocepacia, otras 

cepas compartidas por múltiples pacientes son, por ejemplo, una cepa de B. dolosa, SLC6, que 

se identificó 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 comparación con las cepas de B. cenocepacia, ambas han causado la mayor 

cantidad de infecciones  (37). Sin embargo, los estudios epidemiológicos han demostrado que 

el aislamiento de pacientes infectados y la implementación de pautas estrictas de control de 

infecciones son importantes para limitar la propagación 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 y 

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 año 2004 era muy baja con valores entre 0,2 hasta 3,6 % 

dependiendo del centro médico, y el período de tiempo considerado (Comunicación personal 

de jefes de Bacteriología de hospitales nacionales). Sin embargo, a principios de 2004, ocurrió 

un brote de organismos del complejo en muchos centros de tratamiento de pacientes con FQ. 

La proporción de pacientes de los que se aislaron diferentes organismos del CBc osciló entonces 

entre 19 y 36 % (dependiendo del centro médico) (158, 159). En la actualidad, debido a la 

aplicación 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 encaró junto con otros laboratorios y centros de salud tales 

como el Hospital de Niños de La Plata, el Hospital de Santísima Trinidad de Córdoba, el Hospital 

Gutiérrez y el Hospital Garraham de Buenos Aires, un estudio epidemiológico nacional 

estudiando la prevalencia e incidencia de las diferentes especies de Burkholderia en la región. 

Estos estudios permitieron establecer que, en Argentina, a diferencia de la distribución 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 

región unos pocos clones (subtipos BOX-1 y BOX-8) Se demostró también que, si bien existía una 

transferencia paciente-paciente, la mayoría de las infecciones provenían seguramente de una 
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fuente externa, nichos ecológicos o productos industriales. Luego en el Instituto Malbrán se 

realizó una actualización de epidemiológica sobre 68 aislamientos del CBc aislados de 46 

pacientes con fibrosis quística 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 países como Portugal, España (162), y 

en algunas regiones Sudamérica (163, 164) su incidencia es mucho menor que en nuestro país. 

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 epidemiológicas, tratar de dilucidar las posibles fuentes de 

fuentes de infección, conocer su diversidad, la estructura poblacional, y comprender los 

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

B. contaminans es un patógeno oportunista altamente resistentes a los desinfectantes, 

conservantes y antibióticos (73). Las colonias son de aspecto húmedo y muestran un 

característico brillo metálico (Figura 9). Todas las cepas pueden crecer en agar MacConkey y en 

medio B. cepacia agar selectivo (BCSA). Se observó crecimiento en dicho medio a 30, 37 y a 42 

°C. La mayoría de las cepas son pigmentadas, de color amarillo verdoso y hemolíticas, una 

característica que no se observa comúnmente 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 países como Estados Unidos, Italia, Canadá, 

Portugal, Reino Unido, Brasil, Nueva Zelanda, Dinamarca, Turquía, 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 

adquisición generalmente resulta en una infección pulmonar crónica, muy difícil de erradicar 

debido a la resistencia intrínseca a varios antibióticos, como se mencionó anteriormente. Las 

terapias antimicrobianas agresivas generalmente se usan para tratar infecciones recurrentes 

(168, 169), y si bien son efectivas para aliviar los síntomas, a lo largo del curso de las infecciones 

crónicas, fomentan la adaptación evolutiva de las poblaciones bacterianas, incluido el desarrollo 

de la resistencia a los antimicrobianos, lo que contribuye a su persistencia en las vías 

respiratorias. 

3.6. La infección crónica por organismos del CBc 

Durante la infección crónica, las vías respiratorias de los pacientes con FQ representan un 

ecosistema en el que los patógenos bacterianos oportunistas evolucionan en respuesta a 

presiones de selección extremadamente estresantes tales como, la respuesta inmunológica del 

paciente, las terapias antimicrobianas permanentes y agresivas, y la limitación de nutrientes, en 

particular del oxígeno (170). Esto lleva a los organismos a desplegar diferentes estrategias 

adaptativas y producir múltiples variantes fenotípicas (diversificación) que les permitan persistir 

en ese entorno hostil (Figura 10).  

Para el caso de las infecciones crónicas por P. aeruginosa estos procesos de  diversificación han 

sido muy estudiados, entre ellos la conversión al fenotipo mucoide, la inactivación de la 

detección de señales de quórum sensing, cambios en la resistencia a antibióticos, alteraciones 

en lipopolisacáridos, pérdida del sistema de secreción tipo III, y un aumento en la tasa de 

mutación 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 fenotípicas en aislamientos 

recuperados a lo largo de la infección crónica (176, 177).  

Las infecciones pulmonares crónicas producidas por miembros del CBc en pacientes con FQ 

presentan una gran relevancia clínica ya que su presencia está asociada a una evolución clínica 

desfavorable de los pacientes, más aún cuando estas bacterias se encuentran coinfectando con 

P. aeruginosa. Es de gran interés, entonces, y es el objetivo general de los trabajos de 

investigación del laboratorio de “Biofilms Microbianos” del CINDEFI, conocer cómo las 

bacterias del CBc, y en particular B. contaminas, se adaptan al ambiente de las vías aérea del 

paciente con FQ y 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)). 

i) Sobrevida intracelular  

Además de los patógenos definidos clásicamente como intracelulares, algunos microorganismos 

como S. aureus y P. aeruginosa también pueden sobrevivir dentro de células eucariotas 

huéspedes. Estos patógenos oportunistas residiendo intracelularmente en la mucosa nasal o en 

el parénquima pulmonar constituyen un reservorio para la recurrencia y la infección (179, 180). 

Ésta representa una estrategia alternativa que adoptan ciertos patógenos respiratorios para 

protegerse de los mecanismos de defensa, humorales y celulares, así como del tratamiento con 

antimicrobianos. 

Para los organismos del CBc existen aún interesantes controversias sobre la forma de 

persistencia en el hospedador. La investigación en las últimas dos décadas ha demostrado que 

al menos algunas especies del CBc sobreviven intracelularmente en macrófagos humanos, en 

murinos de vida libre (181–185), y en células epiteliales (186–190). B. cenocepacia y B. 

multivorans fueron detectadas en pulmón de pacientes con FQ como células simples dentro de 

fagocitos o en pequeños “clusters” en mucus, pero no como estructuras tipo biofilm (191). 

Asimismo, en estudios realizados sobre explantes de pulmón de pacientes colonizados 

crónicamente 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 vías áreas 

inflamadas entre las células epiteliales de las vías respiratorias, en los septos alveolares y en 

macrófagos 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 vías aéreas a través de la 

barrera epitelial para invadir el parénquima pulmonar y los capilares, iniciando así la septicemia. 

 En otras especies del CBc, para las cuales el desenlace de la infección en una septicemia no es 

lo más común, como B. multivorans, se asume que se encuentran colonizando las vías 

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 infección. Sin embargo, para todos los casos que se propone la sobrevida intracelular no 

se excluye la colonización y persistencia mediada por biofilm. Ambos mecanismos podrían 

constituir formas de persistencia en diferentes etapas de la infección o en diferentes nichos 

del hospedador (178).  

ii) Formación 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 

formación de biofilms. El patógeno oportunista más estudiado en este sentido es P. aeruginosa 

que puede adoptar este tipo de crecimiento sobre la mucosa del tracto respiratorio como una 

de sus formas de persistencia en el hospedador. En relación 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 señales de QS ligadas a la formación 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 aún factores bacterianos implicados en 

mecanismos de persistencia como biofilm en las vías respiratorias, ni tampoco, como se 

mencionó arriba, se ha informado sobre su localización intracelular en explantes de pulmón. 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 invasión de células 

epiteliales y macrófagos in vitro en colaboración con el grupo de la Dra. María Eugenia Rodríguez 

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 infección crónica.  

iii) Surgimiento de variantes fenotípicas 

Los cambios fenotípicos que ocurren en los organismos recuperados a lo largo de la infección 

crónica en pacientes con FQ son un sello distintivo de la adaptación bacteriana durante la 

infección crónica. 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 infección crónica las propiedades fenotípicas, varían debido a 

las diferentes presiones de selección dentro del hospedador (44). Para el caso de la infección 

crónica por P. aeruginosa se ha reportado que los aislados recuperados longitudinalmente a lo 

largo de la infección muestran cambios en la mucosidad, la motilidad, en el surgimiento de 

variantes pequeñas (SCV), en la susceptibilidad a antimicrobianos y la producción de proteasas, 

lipasas y otros factores de virulencia (200). Para S. maltophilia, Vidigal ycol. (2014) han reportado 

una gran diversidad genética y fenotípica como resultado de la adaptación a lo largo de la 

infección crónica de pacientes con FQ.  En aislamientos obtenidos a lo largo de 10 años de 

infección se observó que la adaptación produjo un aumento en la resistencia a antimicrobianos, 

una disminución en la expresión de factores de virulencia y en la formación de biofilm (201). En 

relación a los organismos de CBc, se han realizado diversos estudios principalmente con B. 

cenocepacia y B. multivorans (202–204). En este sentido, se realizó una interesante investigación 

sobre la variación clonal fenotípica que surge como estrategia adaptativa en B. cenocepacia. 

Entre las principales características se observó una disminución en la capacidad de formación 

de biofilm, una disminución en la motilidad (swarming y swimming), una disminución de la 

velocidad de crecimiento, cambios en la expresión de factores de virulencia y un aumento en la 

resistencia a antimicrobianos. Este fenómeno fenotípico adaptativo estuvo acompañado por un 

deterioro de la función pulmonar y una evolución clínica desfavorable del paciente. Uno de los 

rasgos más importantes en la evolución fenotípica bacteriana de organismos del CBc en 

contraposición a lo que se observa con P. aeruginosa, es la conversión del fenotipo o variante 

mucoide a uno no mucoide que viene acompañada por una rápida caída en la función pulmonar 

(205, 206). 

En un trabajo previo sobre aislamientos recuperados de vías respiratorias de 14 pacientes con 

FQ tratados en el Hospital de Niños de La Plata se pudo determinar el surgimiento de tres rasgos 

característicos que fueron asociados con la adaptación microbiana a lo largo de infecciones 

crónicas, y con la evolución clínica desfavorable en los pacientes: i) el surgimiento de variantes 

pequeñas (SCV), ii) la reversión a colonias no mucoides y iii) el surgimiento de variantes 

pigmentadas. Estas características se presentan en forma individual o simultáneamente. 

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 está asociada a una adaptación bacteriana 

que favorece la supervivencia dentro del pulmón contribuyendo al daño pulmonar significativo 

y causando una peor condición clínica del paciente (207, 208). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5581383/
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iv) Resistencia a antimicrobianos 

Las especies de CBc son intrínsecamente resistentes a la mayoría de los antimicrobianos 

empleados en la clínica (115), tales como las polimixinas, los aminoglucósidos y la mayoría de 

los β-lactámicos, pudiendo desarrollar resistencia in vivo contra esencialmente todas las clases 

de antibióticos (103). Tienen una dihidrofolato reductasa resistente a trimetoprima (Tp) y 

proteínas de unión a penicilina alteradas, producen enzimas modificadoras e inactivadoras de 

antibióticos (β-lactamasas, enzimas inactivadoras de aminoglucósidos) y pueden extruir 

antibióticos mediante bombas de eflujo multidrogas (98). Además, la disminución de la 

permeabilidad de la membrana externa y la estructura específica de LPS resulta clave en la 

resistencia a otras clases de antibióticos, incluyendo beta-lactámicos, así como péptidos 

catiónicos (209). La resistencia a antibióticos -lactámicos es usualmente mediada por la 

presencia de beta-lactamasas inducibles de clase A. Las enzimas tipo Pen hidrolizan penicilinas, 

cefalosporinas y aztreonam (210). Además de la resistencia a los agentes antibacterianos 

utilizados clínicamente, su resistencia innata a los péptidos de neutrófilos 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 utilización de al menos dos agentes antimicrobianos. Dado que la 

mayoría de los organismos del CBc son de difícil erradicación, la presión del tratamiento lleva a 

permanentes cambios genéticos asociados al aumento de la resistencia a los antimicrobianos a 

lo largo de la infección crónica (211). 

v) Emergencia de persistores 

En 1992, G. L. Hobby y colaboradores reportaron que un cultivo de S. aureus no podía llegar a 

erradicarse incluso después del tratamiento con altas concentraciones de penicilina (212). Unos 

años más tarde en 1994, Joseph Bigger descubrió que estas células supervivientes eran variantes 

fenotípicas de la cepa wilde type que “no crecían” y a las que denominó persistores (213). 

Al presente se ha descripto el surgimiento de células persistoras en prácticamente todas las 

especies examinadas y se cree que representan una de las causas más importante del fracaso 

del tratamiento con antimicrobianos y del establecimiento de las infecciones crónicas (214). 

Para E. coli, P. aeruginosa, Salmonella entérica, S. aureus y B. cenocepacia, entre otras especies 

se demostró 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 estocásticamente en las poblaciones altamente tolerantes a 

antibióticos y tienen un rol principal en la instalación de las infecciones crónicas (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 característica particular que la tolerancia a antimicrobianos 

no se debe a mutaciones genéticas que modifican su resistencia, sino que constituyen una 

variante fenotípica sobre la cual la gran mayoría de los antimicrobianos que afectan células 

activas en crecimiento no pueden actuar (214). Tras el tratamiento con altas dosis de 

antimicrobianos la mayoría de las bacterias son eliminadas, sin embargo, esta pequeña fracción, 

que no es atacada, permanece “oculta” a estos agentes. Cuando las condiciones del entorno se 

modifican y el nivel de los antibióticos baja, la sub-población de bacterias durmientes vuelve a 

repoblar y da lugar a una nueva población que contendrá sólo una fracción muy pequeña de 

células persistoras (214). En este estado “durmiente” las células no se replican, ni dividen, ni 

sintetizan proteínas por lo cual no son atacadas por la mayoría de los antibióticos que actúan a 

nivel de la replicación o traducción, favoreciendo al establecimiento de infección como infección 

crónica (214–216). 

Tal como se explicará con más detalle en el Capítulo 2, la resistencia es la capacidad de un 

microorganismo de prevenir la interacción de un antibiótico con un blanco mediante una 

variedad de mecanismos. Mientras los persistores poseen la característica particular que la 

tolerancia a antimicrobianos no se debe a mutaciones genéticas que modifican su resistencia, 

sino que constituyen una variante fenotípica sobre la cual la gran mayoría 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 están 

presentes en los biofilms, así como en los cultivos planctónicos (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 fracción igual de persistores de P. aeruginosa en la fase estacionaria 

de cultivos planctónicos y sésiles (221). Esto puede explicarse por el hecho de que la fracción de 

células supervivientes depende en gran medida de la fase de crecimiento (222). Los cultivos 

planctónicos solo contienen unos pocos persistores durante la fase exponencial temprana, el 

número de persistores aumenta bruscamente durante la fase exponencial y alcanza un máximo 

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-inoculación 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 inóculo con alto 

estrés en fase estacionaria (223, 224). Además de la influencia de la fase de crecimiento, otras 

condiciones de cultivo también son muy importantes al estudiar los persistores. Mientras que 

Fung y col. (2010) demostraron la complejidad de los factores que pueden influir en la tolerancia 

a los antibióticos, Luidalepp y col. (2011) enfatizaron más recientemente que la frecuencia de 

las células persistoras depende en gran medida del tiempo del inóculo, del medio en el que se 

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

Las llamadas células persistentes o persistoras son especialmente problemáticas en un 

ambiente protegido como lo es un biofilm (227) (Figura 11).  

 
Figura 11. Modelo del establecimiento de infecciones crónicas (214). Los biofilms contienen una pequeña 
fracción de células persistentes que sobreviven al tratamiento con antibióticos y, en ausencia de 
antibióticos, dan lugar a una nueva infección. 

Si bien gran parte de las células en un biofilm son susceptibles a ser destruidas por los agentes 

antimicrobianos, una pequeña fracción de células no lo es. En el torrente sanguíneo, 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 

quedan 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 

infección. Además, la persistencia representa una seria amenaza en las infecciones en pacientes 

que tienen una baja o limitada respuesta inmune. Este no es solo el caso en pacientes 

inmunocomprometidos o cuando patógenos como Mycobacterium tuberculosis evaden el 

sistema inmune, sino también cuando los patógenos 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 año 2014, el grupo del Prof. Dr. Tom Coenye del Laboratorio de Microbiología farmacéutica 

de la Universidad de Ghent, Bélgica, realizó estudios de persistencia sobre la cepa epidémica B. 

cenocepacia J2315 identificando un regulador denominado BCAM0257-8-9, localizado en la 

región del BCESM, el cual consta de un operón (BCAM0257-8) positivamente regulado por un 

gen adyacente, BCAM0259 (Figura 12) (197). Este grupo de trabajo identificó a este operón 

como un módulo toxina/antitoxina, posiblemente implicado en la persistencia de estos 

organismos, así como en la regulación de la expresión de señales de QS, expresión de factores 

de virulencia, en la formación de biofilm y en la activación de rutas celulares implicadas en la 

adquisición de hierro.  

 
Figura 12. Isla genómica de B. cenocepacia J2315, BcenGI11. Contenido genético de ADN en la región 
BCESM, con los CDS predictivos designados por su número BCAM y las funciones asignadas a cada grupo 
de genes. Imagen tomada de (145). 

En el linage ET-12 de B. cenocepacia, este operón se localiza en la isla de patogenicidad 

BcenGI11. En dicha isla se encuentra el marcador genético BCESM (153) (Figura 12), el cual es 

una región única 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 búsqueda de 

avanzar en  la lucha contra  las  infecciones crónicas o potencialmente crónicas, en el marco de 

este trabajo de tesis doctoral nos planteamos estudiar la presencia de homólogos a este 

módulo toxina/antitoxina en los aislados de B. contaminans provenientes de pacientes con FQ 

con infección crónica, que presentaban el marcador BCESM. En particular, nos interesó analizar 
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en qué medida la presencia de este operón contribuye al establecimiento de una infección 

crónica en B. contaminans y cómo participa si es el caso del surgimiento de células persistoras. 

vi) Hipermutación  

Varios estudios han proporcionado evidencias del papel relevante de la hipermutación en la 

evolución de las poblaciones bacterianas naturales de P. aeruginosa y otras bacterias (171, 175, 

228–230). En un trabajo previo realizado en cooperación con la Dra. Andrea Smania de 

Universidad de Córdoba y el Dr. Antonio Oliver del Hospital Universitario Son Espases de Palma 

de Mallorca, España, nuestro grupo de trabajo demostró que la hipermutación desempeña un 

papel clave en el aumento de la adaptabilidad de los organismos del CBc en las vías aéreas del 

paciente con FQ (211). Se detectó una alta prevalencia de aislados hipermutadores entre 

pacientes con FQ con infección crónica.  

vii) Mecanismos de adaptación por mutación genómica 

Los avances en las tecnologías de secuenciación de los últimos años han permitido realizar 

análisis extensivos de secuencias genómicas y demostrar el rol de distintas mutaciones en la 

adaptación de diferentes especies para persistir durante la infección pulmonar. Mediante la 

aplicación de estas tecnologías se han identificado en P. aeruginosa, B. dolosa, B. cenocepacia y 

B. multivorans genes que constituyen el blanco de mutaciones que permitirían optimizar la 

adaptación del patógeno en un determinado nicho del hospedador (231–236). La identificación 

de estos genes denominados “patoadaptativos” permite obtener una visión de cómo el 

patógeno 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 infección crónica (238) y se ha 

realizado un estudio de transcriptómica longitudinal comparativo entre aislados recuperados de 

un paciente colonizado con B. contaminans que falleció por septicemia (239), no se han 

realizado hasta el presente, estudios longitudinales de patoadaptación en diferentes pacientes 

con infección pulmonar crónica.  

En este trabajo de tesis doctoral nos propusimos a través de la secuenciación genómica de 

más de 70 aislamientos clínicos y ambientales, primeramente, describir el genoma de B. 

contaminas, su estructura, así como la epidemiología de la especie a nivel global. Luego, 

determinar el pangenoma de los aislados analizados y comparar los aislamientos (origen de la 

muestra, país, 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 componía, hasta el comienzo de este trabajo de Tesis 

Doctoral, de 20 especies estrechamente relacionadas y fenotípicamente similares, las cuales se 

distribuyen ampliamente en el entorno natural. El laboratorio de “Biofilms Microbianos” 

comenzó a estudiar estas poblaciones microbianas aisladas de pacientes con FQ a requerimiento 

del Hospital de Niños de La Plata en el año 2004. La gran incertidumbre que arrojaban los 

resultados de los análisis microbiológicos en los profesionales del ámbito hospitalario, impulsó 

trabajos conjuntos entre hospitales, centros de asistencia a pacientes con FQ y centros de 

investigación, tendientes a resolver la necesidad concreta de disponer de herramientas que 

permitieran alcanzar el diagnóstico microbiológico certero de estos organismos. En el transcurso 

de esos años en particular, el grupo del CINDEFI dirigido por la Dra. Alejandra Bosch y el Dr. 

Osvaldo Yantorno desarrollaron y optimizaron diferentes técnicas fenotípicas (FT-IR y MALDI-

TOF combinadas ambas con métodos multivariantes) y genotípicas (basadas en la secuenciación 

del gen recA) para la identificación y tipificación 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 identificación y caracterización genética y fenotípica de los organismos del CBc en muestras 

respiratorias de pacientes con FQ, es de enorme importancia no sólo para el conocimiento de la 

epidemiología local, sino para la adopción 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 más 

de 1000 aislamientos recuperados por más de 10 años que contaba el laboratorio de “Biofilms 

Microbianos”, ordenar y actualizar la librería de datos que contenía la información sobre la 

caracterización fenotípica y genotípica de los aislamientos. Nos planteamos el desafío de 

organizar y desarrollar los protocolos para la construcción de la Colección de microorganismos 

del laboratorio denominada “Colección Argentina de Microorganismos Patógenos 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 información 

que se recopila de cada uno de los aislamientos ingresados y datos clínicos de los pacientes. 

El segundo objetivo fue implementar diferentes métodos de identificación molecular y 

fenotípica de las especies del CBc a fin de i) avanzar en el conocimiento de la epidemiología del 

CBc a nivel local , ii)  estudiar la distribución 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”. Creímos relevante desde el punto de vista 
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epidemiológico asignarle un espacio taxonómico ya que estos aislamientos se encuentran desde 

2007 colonizando un importante nicho como lo son los reservorios de las aguas de diálisis en el 

ambiente hospitalario. 

A lo largo de estos años de trabajo conjunto con los centros de salud hemos observado como B. 

contaminas causa infecciones pulmonares graves difíciles 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 podrían llevar a infecciones crónicas representaba un 

interesante desafío 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 más importante del fracaso del tratamiento con antimicrobianos y del 

establecimiento de las infecciones crónicas.  

Nos planteamos como hipótesis entonces que uno de los mecanismos de permanencia de las 

bacterias en su hospedador podría estar mediado por la presencia de células persistentes 

presentes en los biofilms. Varios estudios han indicado la participación de módulos 

Toxina/Antitoxina en surgimiento de persistores. Sin embargo, hasta el presente es muy poco lo 

que se ha investigado sobre la evolución o la existencia de estos fenotipos adaptativos de 

especies del CBc, particularmente en la especie B. contaminans, a lo largo de las infecciones 

crónicas de estos pacientes. 

El tercer objetivo fue estudiar si la adaptación fenotípica por el surgimiento de persistores puede 

ser un posible mecanismo de persistencia de B. contaminans en la infección crónica. Se buscó 

establecer el nivel de persistores de diferentes aislamientos clínicos, y estudiar si existe relación 

entre el surgimiento de sub-poblaciones de persistores en B. contaminans creciendo en forma 

de biofilm, y la presencia y expresión de los genes homólogos al operón BCAM0257-8-9 

(implicados en la persistencia de B. cenocepacia) contribuye al establecimiento de la infección 

crónica.  

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

antimicrobianos de uso en la clínica en la búsqueda de poder proponer nuevos tratamientos 

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

instalación de la infección crónica o potencialmente crónicas.  

Finalmente, los últimos años de mi trabajo de Tesis, en cooperación con el Profesor Dr. Siegfried 

Scherer, de la Cátedra de Ecología Microbiana de la Universidad Técnica de Múnich (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 clínicos, ambientales e industriales de diferentes continentes 

de B. contaminans. Buscamos a través del análisis de las secuencias genómicas de más de 70 

aislamientos intentar arrojar luz a la epidemiología de la especie a nivel global y profundizar en 

el estudio de los mecanismos genómicos implicados en el proceso de infección en los pacientes 

con FQ.  

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

aislados B. contaminans recuperados de pacientes con FQ, a lo largo de la infección crónica, y 

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

especie a nivel global. 

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

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

que pueden influir en su patogenicidad (resistencias a antibióticos u otros agentes externos, 

factores de virulencia, proteínas reguladoras, elementos móviles y mecanismos de 

comunicación con el ambiente) y que las capacita para el proceso infeccioso.  
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Capítulo 1: Epidemiología del Complejo 

Burkholderia cepacia 
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1. Introducción 

Las vías aéreas de los pacientes con FQ no están colonizadas en general por un único patógeno, 

sino que albergan comunidades polimicrobianas diversas compuestas por diferentes 

organismos. Más aún, las diferentes especies predominantes presentan una importante 

dinámica temporal y regional, y marcadas diferencias en prevalencia de patógenos para cada 

paciente, que es a su vez dependiente de la edad, del estado clínico y del estadío de la 

enfermedad (35, 36). Sin embargo, podemos destacar a los “patógenos típicos de la FQ” que 

comprenden: Pseudomonas aeruginosa, (aunque su incidencia disminuyó significativamente en 

los últimos años), Staphylococcus aureus meticilinsensible MSSA) y meticilinresistente (MRSA), 

Haemophilus influenzae, Stenotrophomonas spp., Achromobacter spp., Escherichia coli (cuyas 

prevalencias e incidencias están en permanente aumento), y diversas especies del Complejo 

Burkholderia cepacia (CBc) (cuya incidencia y prevalencia es fuertemente dependiente de la 

región) (36–39). En particular, la presencia de miembros del Complejo B. cepacia en pacientes 

con FQ tiene una gran relevancia clínica, ya que se asocia a deterioros pulmonares severos que 

pueden conducir a la muerte del paciente (44). 

Como mencionamos en la Introducción 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 más 

pertenecientes al CBc, una de ellas estuvo a cargo de nuestro grupo y colaboradores que se 

detalla en este capítulo (39, 81, 82). Estos organismos son altamente resistentes a la mayoría de 

los antibióticos utilizados en la clínica (177), pueden transmitirse fácilmente entre pacientes 

(241), poseen la capacidad de invadir macrófagos y células epiteliales (118) y en algunos casos 

producen una neumonía necrotizante asociada a septicemia conocida como “síndrome cepacia” 

(55). Los miembros del CBc han sido descriptos como patógenos oportunistas en humanos, 

produciendo en diversas oportunidades devastadoras infecciones pulmonares no sólo en 

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

Las infecciones pulmonares crónicas constituyen la principal causa de muerte de pacientes con 

fibrosis quística. En este sentido, las recomendaciones consensuadas de los centros de 

referencia mundial, están dirigidas a mejorar las metodologías de aislamiento, identificación y 

posterior determinación de susceptibilidad a antibióticos 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. 

Especie 
Año de identificación y 

asignación 

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. metálica 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 diagnósticos 

microbiológicos de estos organismos, que implementen técnicas apropiadas que permitan la 

certera y rápida discriminación de los organismos del CBc a nivel de especie. 

La identificación de las especies microbianas involucradas en este tipo de infecciones es de 

enorme importancia no sólo para el conocimiento de la epidemiología local, sino para la 

adopción 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 

que 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 

quística, son ampliamente reconocidas las dificultades que existen para alcanzar una 

identificación certera en los laboratorios de análisis bacteriológicos de rutina (126, 242–244).  

En este contexto que muestra la dificultad de alcanzar una correcta identificación de organismos 

del CBc a nivel de complejo y especies, los laboratorios de microbiología de nuestro país han 

enfrentado dos inconvenientes adicionales: i) la alta incidencia de organismos del CBc que viene 

ocurriendo desde principios del año 2004, donde se detectó un importante brote  en los 

principales hospitales y centros de Referencia de FQ tal como el Hospital de Niños de La Plata, y 

ii) el hecho de que la mayoría de los organismos circulantes en nuestro país no sean 

característicos de otras regiones por lo cual hay poca información internacional disponible. 

Como reflejo de lo anterior, la especie de mayor prevalencia a nivel regional posee 
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características fenotípicas y genotípicas que hasta año 2008-2009 no estaban descriptas en la 

bibliografía mundial.  

Como se mencionó en la Introducción general, en Argentina los primeros reportes de 

aislamientos de organismos del CBc recuperados de pacientes con fibrosis quística comenzaron 

alrededor de 1990. El número de estos aislados comenzó a aumentar durante las últimas 

décadas.  También indicamos que a principios de 2004, surgió un brote de organismos del CBc 

en un gran número de centros de atención hospitalaria, lo que llevó la proporción 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 sólo consistió en la alta prevalencia de 

estos organismos, sino que sus características genotípicas y fenotípicas no estaban aún 

descriptas en la bibliografía por lo cual era muy difícil asignarle una identificación a nivel de 

especie. La gran incertidumbre que producían los resultados de los análisis microbiológicos en 

los profesionales del ámbito hospitalario, impulsó trabajos conjuntos entre hospitales, 

centros de asistencia a pacientes con FQ y centros de investigación, tendientes a resolver la 

necesidad concreta de disponer de herramientas que permitieran alcanzar el diagnóstico 

microbiológico certero de estos organismos. En el transcurso de esos años en particular, el 

grupo del CINDEFI dirigido por la Dra. Alejandra Bosch y el Dr. Osvaldo Yantorno desarrollaron y 

optimizaron diferentes técnicas fenotípicas (FT-IR y MALDI-TOF combinadas ambas con métodos 

multivariantes) y genotípicas (basadas en la secuenciación del gen recA) para la identificación y 

tipificación de estos organismos (136, 160, 240). Estos trabajos realizados en conjunto con 

grupos de investigación del exterior (Alemania) y la organización de un Grupo de Trabajo a nivel 

nacional (Grupo de Trabajo Burkholderia cepacia, auspiciado por la Asociación Argentina de 

Microbiología), permitieron avances significativos en  la identificación, el conocimiento de la 

situación epidemiológica, y como consecuencia intentar reducir en función de un mejor y rápido 

diagnóstico la incidencia de organismos del CBc, particularmente en pacientes con FQ. 

Probablemente como consecuencia de tales acciones actualmente la incidencia de estos 

patógenos 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 sección fue implementar diferentes métodos de identificación 

molecular y fenotípica de las especies del CBc a fin de avanzar en el conocimiento de la 

epidemiología del CBc a nivel local y en particular estudiar la distribución temporal de B. 

contaminans en los pacientes con FQ tratados en hospitales que nos derivan muestras para este 

tipo de estudios (Hospital de Niños Sor María Ludovica, Hospital Rossi y Hospital San Martín de 

La Plata, Hospital Santísima Trinidad de Córdoba). 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 región.  

Objetivos específicos 

1.- Clasificar los aislamientos, ordenar y actualizar la librería de datos que contenía la 

información sobre los estudios fenotípicos y genéticos realizados por el laboratorio de “Biofilms 

microbianos” del CINDEFI con los casi 1.000 aislamientos recuperados en más de 10 años. 

Organizar y desarrollar los protocolos para la construcción de la colección de microorganismos 

del laboratorio denominada “Colección Argentina de Microorganismos Patógenos 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 información 

que se recopila de cada uno de los aislamientos ingresados y datos clínicos de los pacientes. 

2.- Implementar técnicas moleculares dirigidas a la identificación y discriminación de especies 

del CBc provenientes del ambiente, de los pacientes con FQ y no FQ a fin de actualizar el 

conocimiento sobre la epidemiología local global, de las especies del CBc. Se buscó en particular 

analizar la epidemiología temporal y de la infección crónica 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 clínicos de B. contaminans. 

4.- Analizar taxonómicamente mediante un enfoque polifásico un conjunto de 6 aislamientos 

del CBc recuperados a lo largo de 5 años de muestras hospitalarias y ambientales que se 

encontraban almacenados en la Colección CAMPA, a los cuales no se les había podido asignar 

una especie. Nos propusimos identificarlos y caracterizarlos por su posible relevancia 

epidemiológica 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 sección, el laboratorio de Biofilms 

Microbianos del CINDEFI dispone de más de 1000 microorganismos organizados en una 

colección, denominada Colección Argentina de Microorganismos Patógenos y Ambientales 

(CAMPA), obtenidos desde el año 2004 hasta el presente. Estos microorganismos fueron en su 

mayoría recuperados de muestras respiratorias de pacientes con FQ, así como de muestras de 

diferentes orígenes de pacientes no FQ, muestras ambientales, y cepas de referencia de 

organismos Gram-negativos multirresistentes obtenidos de ceparios internacionales. Esta 

colección de microorganismos ubicada físicamente en el CINDEFI tiene las siguientes 

características: 

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 clínicos fueron recuperados de pacientes atendidos en diferentes 

hospitales públicos del país y centros de referencia de FQ, principalmente en: Hospital 

de Niños “Sor María Ludovica” de La Plata (HNLP), Hospital Santísima Trinidad de 

Córdoba (HST) y Hospital San Martín 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 colección 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, Berlín, 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 plásticos liofilizados (en una suspensión 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 identificación a nivel de especie todos 

los aislamientos recibidos durante el período en el que desarrollé este trabajo de Tesis Doctoral 

(desde 2015 al presente). Para el estudio epidemiológico se incluyeron los siguientes 
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microorganismos identificados como perteneciente al CBc recuperados de pacientes con FQ de 

la colección CAMPA: el único aislamiento disponible para el caso de pacientes con infección 

transciente y el primer aislado de cada paciente en el caso de que la infección haya sido crónica. 

También se adicionaron todos los aislamientos del CBc recuperados de pacientes no 

fibroquísticos (no-FQ), y ambientales (AMB). 

Para los estudios relacionados con la infección crónica por organismos del CBc en pacientes con 

FQ, consideramos todos los aislados recuperados desde el inicio de la infección, almacenados 

en la colección CAMPA. Un aislamiento se definirá “crónico” cuando es recuperado de un 

paciente con infección pulmonar crónica. Se define una infección como crónica cuando se 

obtienen  3 cultivos positivos en el lapso de 6 meses (245). 

En particular para el estudio que se realizó para la asignación de una nueva especie del Complejo 

Burkholderia cepacia se emplearon 6 aislamientos de la colección que estaban almacenados 

como aislamientos del “CBc de especie no conocida”. Los mismos provenían de muestras de 

aguas de diálisis del Hospital Santísima Trinidad de Córdoba y del Hospital de Catamarca. 

3.2. Identificación fenotípica 

La mecánica del trabajo cuando el laboratorio de “Biofilms microbianos” del CINDEFI recibe 

aislamientos de organismos de CBc provenientes de los diferentes centros de atención 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 prácticas clínicas 

microbiológicas recomendadas para muestras de especímenes respiratorios (125, 126). Los 

aislamientos son luego identificados por métodos convencionales de identificación bioquímica, 

por lo general se emplea el sistema Vitek 2 (bioMe´rieux). En la mayoría de los centros de 

atención, también se realizan ensayos bioquímicos adicionales que permiten su discriminación 

de otros Gram-negativos multirresistentes (B. cepacia-like bacteria) (125–127) y las pruebas de 

susceptibilidad a antimicrobianos por técnica de difusión 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 identificación y 

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

Actualmente dado que en la Provincia de Buenos Aires no hay espectrómetros de masas para 

realizar la identificación de los organismos por MALDI-TOF, para fines confirmatorios algunos 

hospitales públicos y el laboratorio de Biofilms Microbianos del CINDEFI envíanos los 

aislamientos a laboratorios especializados (Universidad de Buenos Aires, o Instituto Malbrán). 
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Para ello, los aislamientos son crecidos en medio TSA durante 24 horas a 37 °C y trasladados 

para su identificación. 

En el caso de la caracterización fenotípica de los aislamientos correspondientes a la nueva 

especie B. puraquae, se realizó el análisis de ácidos grasos en el instituto de Bioingeniería y 

Biociencias (iBB), Lisboa, Portugal. Se realizó el Sistema de Identificación 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 ácidos 

grasos fueron extraídos y metilados a ésteres metílicos de ácidos grasos (FAMEs) utilizando el 

procedimiento Instant FAME del MIDI. La composición de FAME se determinó mediante 

cromatografía de gases utilizando el software Sherlock versión 6.2.  

3.3. Ensayos moleculares 

Los métodos genéticos son los más certeros y fiables para confirmar la identificación a nivel de 

complejo y especie de los organismos pertenecientes al grupo Burkholderia sensu stricto. Como 

ya se describió en la Introducción general, la secuenciación parcial del gen 16S ARNr o el estudio 

mediante RFLP (fragmentos de restricción 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 identificación de polimorfismos de la secuencia del gen que codifica 

la proteína, RecA, que han demostrado ser discriminatorios a nivel de especie, habiéndose 

diseñado cebadores para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) específicos de cada 

especie bacteriana dentro del CBc lo cual permite contribuir a la designación formal de varias 

especies (Tabla 2) (140). La amplificación 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-específica, no son exactos para todas las especies actualmente descriptas 

dentro del complejo (140, 141).  

La identificación, si es posible, debe ser siempre confirmada por pruebas adicionales de la 

siguiente manera: el análisis 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 Tipificación de secuencia multilocus (MLST, del inglés Multilocus sequence typing). El 

esquema de MLST para CBc examina polimorfismos de nucleótidos en fragmentos de 7 genes 

de expresión 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 única. MLST es el único sistema capaz de proporcionar la inequívoca 

identificación de las especies del CBc en un solo enfoque (88). Esta metodología es de 

aplicación común en países desarrollados y en nuestro laboratorio se comenzó a implementar 

en los últimos años con más frecuencia, a partir de que los costos de secuenciación en empresas 

que ofrecen el servicio (como Macrogen) disminuyeron año a año, y de que se estableció un 

convenio de cooperación 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 tipificación por MLST, una herramienta específica diseñada para la 

epidemiología molecular y la asignación 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 análisis de secuencia multilocus (MLSA, del inglés Multi Locus Sequence Analysis) 

emplea procedimientos filogenéticos basados en las secuencias de nucleótidos de alelos con el 

fin de revelar las similitudes entre las cepas que representan a diferentes especies y géneros. En 

este sentido, se demostró que una divergencia del 3% entre las secuencias concatenadas de 

los alelos se puede usar como un valor umbral para la delineación de especies dentro del CBc  

(78).  

A su vez, el análisis de las variaciones de las secuencias del gen hisA permite la identificación de 

la mayoría de las especies actuales dentro del CBc. Tanto el análisis filogenético del fragmento 

de 442 pb del gen hisA como el código de 11 letras obtenido de la combinación de los 

nucleótidos dentro de gen hisA, son herramientas adicionales para llevar a cabo la 

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

3.3.1. Extracción de ADN  

La extracción del ADN bacteriano se realizó 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 μL de sarcosyl 0,1 % v/v. La 

solución fue vortexeada y luego se colocó en un baño a 95 °C durante 10 minutos. La solución 

celular posteriormente se centrifugó por 2 minutos a 13.000 rpm y el sobrenadante, 

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

La concentración de ADN se obtuvo midiendo la relación de absorbancia a 260/280 nm a través 

del espectrofotómetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) (Figura 2). Las extracciones fueron 

almacenadas a -20°C o utilizadas inmediatamente. 

 

 

 

 

 

 

3.3.2. Amplificación y secuenciación 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 secuenciación 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 secuenciación del ADN del gen 16S ARNr se realizó 

en Macrogen (Seúl, Corea del Sur) utilizando el kit de reacción listo para secuenciar BigDye 

Terminator Cycle (Applied Biosystems). El ensamblaje de las secuencias se llevó 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 análisis filogenético se realizó en 

MEGA 7 (248). 

Figura 2. Interfase del software 
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). 
A modo de ilustración, se observa la 
concentración y pureza de ADN que 
se obtiene mediante la técnica 
empleada. 
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3.3.3. Amplificación por PCR del gen recA 

La amplificación 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 confirmación de la identificación a nivel del CBc. Los cebadores 

específicos generan un producto de PCR de 1041pb (141). La secuencia de estos 1041 pb se 

utilizó para llevar a cabo la identificación de organismos del CBc a nivel de especie contrastando 

por BLAST con las secuencias depositadas en el GenBank.  

Se aisló el ADN genómico total, como se describió anteriormente, y luego se llevó a cabo la 

amplificación del gen recA mediante la reacción 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 metodología descripta por Mahenthiralingam y col. (140). 

Tabla 2. Cebadores específicos utilizados en identificación de aislados del CBc. 

Gen  Secuencia Tamaño (pb) 

 Amplificación 

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 - 3´ 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 reacción se preparó con 5 μL de ADN molde (5-20 ng/μL), a los cuales se adicionaron 1,5 μL 

de cada cebador (10 pmol/μL), 5 μL de Buffer PCR 5X (Kapa Byosistem), 0,7 μL de dNTPs MIX 

(Kapa Byosistem, 10 mM), 0,15 μL de la enzima Taq polimerasa (Kapa Byosistem 5 U/μL) y 11,5 

μL de agua destilada [19], para obtener un volumen final de 25 μL. Las condiciones de reacción 

fueron las siguientes: desnaturalización inicial a 94°C por 1 min; 35 ciclos de desnaturalización a 

94°C por 45 seg; annealing de los cebadores a 58°C por 1 min; extensión a 72°C por 2 min; y una 

extensión 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 visualización de una 

banda única en cada caso permitió la asignación 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 restricción (RFLP) del gen recA 

La técnica de RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) “polimorfismos en la 

longitud de los fragmentos de restricción” (249) se basa en emplear secuencias específicas de 

nucleótidos en el DNA que son reconocidas y cortadas por las enzimas de restricción (también 

llamadas endonucleasas de restricción) y que varían entre las diferentes especies del CBc. Sobre 

el fragmento del gen recA amplificado por la técnica de PCR se llevó a cabo una digestión con la 

enzima de restricción HaeIII (Promega), cuyas secuencias de reconocimiento son 5´-GG-CC-3´ y 

3´-GG-CC-5´. Esta técnica se aplicó sobre la mayoría de los aislamientos analizados. Consistió en 

adicionar a los 20μL de producto de PCR, 4 μL de agua destilada, 4 μL de buffer R y 1 μL de la 

enzima HaeIII. El proceso de digestión se llevó a cabo incubando 6hs a 37ºC. Los perfiles de 

fragmentos de restricción 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 bibliografía (73, 140, 250).  

3.3.5. Secuenciación del gen recA 

En los aislamientos para los cuales técnica PCR-recA-RFLP-HaeIII no fue suficiente para alcanzar 

una identificación a nivel de especie segura, se recurrió a la amplificación y posterior 

secuenciación del gen recA que se realizó a través del servicio del laboratorio CEMAR de Santa 

Fe o en Macrogen. Para la correcta identificación de los aislados, se analizaron las secuencias 

obtenidas con la herramienta de búsqueda de alineamientos locales de secuencia nucleotídica 

(BLAST, del inglés basic local alignment search tool, www.ncbi.nlm.nih.gov) ya sea por 

comparación con la base de datos MLST (Multi Locus Sequence Typing database website, 

http://pubmlst.org/CBc/) como también por comparación con las secuencias para CBc 
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depositadas en el GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) (Figura 3). 

 
Figura 3. Interfase del sitio Web http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Se muestra en este caso a título 
informativo el resultado de identificación alcanzado por el alineamiento de secuencias nucleotídicas del 
gen recA de la base de datos contra una secuencia obtenida a partir de la amplificación del gen recA de 
un aislamiento de una muestra de esputo de paciente FQ. 

Los cebadores específicos utilizados en la identificación de aislados de CBc (88) se pueden 

observar en la Tabla 3. 

Las regiones del gen recA empleadas para los diferentes propósitos (amplificación y 

secuenciación) se indican en la Figura 4. 

 
Figura 4. Esquema del gen recA. Se indican con flechas naranja los cebadores de secuenciación (recA 3 y 
recA 4) y con flechas celeste los cebadores de amplificación (BCR-1 y BCR-2). 
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Tabla 3. Cebadores específicos utilizados en identificación de aislados del CBc. 

Gen  Secuencia Tamaño (pb) 

Secuenciación 

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. Tipificación multilocus de secuencias (MLST) 

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

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

el Introducción 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, gltB; 3) DNA girasa-B, 

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

phaC y 7) triptófano sintasa, trpB. 

Esta técnica se aplicó a los 6 aislamientos del Complejo Burkholderia cepacia que no habían 

podido asignarse a ninguna especie del complejo hasta iniciado este trabajo.  
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3.3.6.1. Amplificación y secuenciación de los siete genes de expresión constitutiva 

housekeeping 

Se aisló el ADN genómico total, como se describió anteriormente, y luego se llevó a cabo la 

amplificación del gen determinado mediante la reacción 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 amplificación se llevó a cabo en un termociclador My Cycler 

Thermal Cycler (BIO-RAD, USA) como se describió en la sección 3.3.3. para el gen recA.  

Los fragmentos amplificados fueron purificados utilizando el kit de purificación QUIAquick PCR 

(Quiagen Inc. CA, USA) y secuenciados sobre ambas hebras usando los cebadores indicados en 

la Tabla 3 por medio de la reacción de secuenciación cíclica con el kit de reacción BigDye 

Terminator Cycle (Applied Biosystems). La secuenciación fue llevada a cabo en Macrogen Inc. 

Seúl, Korea.  

Las secuencias de los fragmentos de los siete genes fueron empleadas para la identificación de 

los organismos del CBc a nivel de especie y tipo de cepa mediante su comparación con las 

secuencias depositadas en la base del MLST (88).  

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

Para la correcta identificación de los aislados, se analizaron las secuencias obtenidas con la 

herramienta de búsqueda BLAST por comparación 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 número único arbitrario, el tipo de alelo (ST). La combinación 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 obtención del alelo 

que le corresponde a una secuencia problema (query) introducida a la base de datos para el gen 

recA. El programa devuelve el número 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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Figura 5. Se observa la interfaz del sitio web http://pubmlst.org/CBc/ que permite asignar la identificación 
a nivel de especie y cepa por comparación 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. 

 

Secuencia 
Problema

Resultado

Alelo 

A

B

C

http://pubmlst.org/bcc/
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3.3.7. Amplificación y secuenciación del gen hisA 

El análisis del fragmento de 442 pb del gen hisA es una herramienta adicional de gran alcance 

para discriminar especies dentro del CBc (144). Esta se realizó solamente sobre los 6 

aislamientos de aguas de diálisis identificadas como pertenecientes al CBc pero que no se había 

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

A partir del aislamiento del ADN genómico total, se llevó a cabo la amplificación de la región de 

442 pb del gen hisA mediante la reacción  de PCR utilizando los cebadores A-442-FW 

(AGGACCCGGCGGCGAT) y A-442-RV (TGCAGCATCCCGTCGCG) siguiendo la metodología 

descripta por Papaleo y col. (144). A un volumen final de 25μL conteniendo 5μL de DNA molde 

(5-20ng/μL); se le adicionan 2,0μL del primer forward (10 pmol/μl); 2,0μl del primer reverse (10 

pmol/μl); 5,0μl de Buffer PCR 5X (Quiagen); 2,5μl de dNTPs (Quiagen, 10mM por cada uno de 

los nucleótidos); 0,15μl de la enzima Taq polimerasa (Invitrogen Brasil 5U/μl) y 8,25μl de agua 

destilada. Las condiciones de reacción fueron las siguientes: desnaturalización inicial a 95°C por 

2 minutos; 30 ciclos de desnaturalización a 95°C por 30 segundos; annealing de los primers a 

67°C por 45 segundos; extensión a 72°C por 1 minuto; una extensión final de 10 minutos a 72°. 

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

Los fragmentos de PCR amplificados fueron purificados utilizando el kit de purificación 

QUIAquick PCR (Quiagen Inc. CA, USA) y la secuencia nucleotídica de la región de 442 pb del gen 

hisA fue determinada en ambas hebras utilizando el kit de reacción listo para secuenciar BigDye 

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

Además, se identificó un código de 11 nucleótidos específicos para la rápida discriminación de 

las especies del CBc. 

3.3.8. Evaluación de la presencia y secuenciación 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 está localizado en 

el cromosoma 2 y modula la adherencia bacteriana al epitelio respiratorio vía unión a la proteína 

citoqueratina 13, la cual se encuentra aumentada en el pulmón FQ. El marcador genético BCESM 

está localizado en una isla genómica (GI), del cromosoma 2, denominada BcenGI11, de bajo 

contenido GC. El marcador BCESM es una región única 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 amplificación del marcador BCESM se emplearon los siguientes cebadores 

BCESM-1 y BCESM 2 (153) (Tabla 5). La detección y amplificación del gen cblA se llevó a cabo 

utilizando los cebadores CBL-1 y CBL-2 (117) (Tabla 4). Sobre 5μl de DNA molde (5-20ng/μl) se 

le adicionaron 1,0μl del primer forward (10 pmol/μl), 1,0μl del primer reverse (10 pmol/μl), 2,0μl 

de Buffer PCR 10X (Quiagen), 0.7μl de dNTPs (Quiagen, 10mM por cada uno de los nucleótidos), 

0,1μl de la enzima Taq polimerasa (Invitrogen Brasil 5U/μl) y 10,2μl de agua destilada, para 

obtener un volumen final de 20μl conteniendo. Las condiciones de reacción fueron las 

siguientes: desnaturalización inicial a 94°C por un minuto; 35 ciclos de desnaturalización a 94°C 

por 45 segundos; annealing de los cebadores a 63°C por 45 segundos, extensión a 72°C por 90 

segundos; una extensión final de 5 minutos a 72°C se aplicó a todos los ciclos térmicos. La 

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

Tabla 4. Cebadores utilizados para la detección 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 purificación de PCR QUIAquick (Quiagen Inc., CA, EE.UU.). 

La secuenciación se llevó a cabo en Macrogen Inc. (Seúl, Corea) utilizando el kit de reacción listo para 

secuenciar BigDye Terminator Cycle (Applied Biosystems). El ensamblaje de las secuencias se llevó 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 análisis filogenético se realizó en MEGA 7. 

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

comparación con las secuencias para CBc depositadas en el GenBank. 

3.3.9. Análisis de los productos de PCR  

Los productos de amplificación por PCR de los 7 genes housekeeping, los de la región 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 visualizó una banda única en cada caso. 

En el caso de los productos de digestión del gen recA con enzimas de restricción, se logró 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 tinción se visualizó por medio de luz UV (306 nm) y se tomaron fotografías con el Sistema 

Digital Kodak. Los ensayos fueron realizados por duplicado. Se incluyó marcadores de peso 

molecular para facilitar la normalización posterior de los geles. 

3.3.10. Análisis de relación filogenética  

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) es un paquete informático que ha sido 

desarrollado para la estimación de distancias evolutivas y la reconstrucción de árboles 

filogenéticos a partir de alineamiento de secuencias. El paquete incluye varios métodos para la 

estimación de distancias evolutivas de datos de secuencias de nucleótidos y aminoácidos, tres 

diferentes métodos de inferencia filogenética (UPGMA, NJ - Neighbor-Joining- y máxima 

parsimonia) y dos pruebas estadísticas de diferencias topológicas. Además, MEGA (versión 7.0) 

calcula cantidades estadísticas tales como las frecuencias de nucleótidos y aminoácidos, sesgos 

de transición/transversión, frecuencias de codones (tablas de uso de codones), y el número de 

sitios variables en segmentos específicos en las secuencias de nucleótidos y aminoácidos 

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

 
Figura 6. Interface del programa MEGA7 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. Secuenciación del genoma completo y análisis 

Estos métodos serán explicados con mayor detalle en el Capítulo 3. Para lograr un mejor 

conocimiento de los aislamientos del Complejo que hasta el momento no habían podido ser 

asignados a alguna de las especies descriptas, se llevó a cabo la secuenciación del genoma 

completo de uno de los 6 aislados (CAMPA 1040). Esta se realizó en el instituto Robert Koch de 

Berlín, Alemania. Se seleccionaron colonias de un cultivo fresco cultivado en placas de agar LB. 

El ADN genómico se extrajo utilizando el minikit de ADN QIAamp (Qiagen, Hilden, Alemania), y 

la secuenciación se realizó en modo de lecturas pareadas (paired-end) de 300 nucleótidos (nt) 

en una plataforma de secuenciación Illumina MiSeq en LGC Genomics (Berlín, Alemania). Los 

pares de lectura se recortaron y ensamblaron de novo utilizando el pipeline A5 (252). Los contigs 

se subieron al GenBank para la anotación del genoma, la cual se llevó a cabo utilizando el 

pipeline de anotación de genoma procariótico (en inglés Prokaryotic Genome Annotation 

Pipeline, PGAP) del NCBI (253). Sobre la base de los datos de WGS, se realizó ANIb, la cual es una 

técnica “gold standard” en la taxonomía bacteriana moderna para determinar la delineación de 

las especies bacterianas (254, 255). Con esta técnica se estimaron los valores medios entre las 

regiones genómicas homólogas compartidas entre la cepa CAMPA 1040 y la especie del CBc más 

cercana, según el árbol filogenético del MLSA. 

4. Resultados y discusión 

4.1. Ordenamiento y actualización la colección de microorganismos (CAMPA) y la 

base de datos (CF cloud database) 

En aproximadamente 15 años de trabajo en conjunto con hospitales y centros de atención a 

pacientes con FQ, el grupo de trabajo del CINDEFI ha colectado más de 1000 aislamientos 

clínicos (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 Colección Argentina de Microorganismos 

patógenos y ambientales (CAMPA) que se encuentra físicamente en el CINDEFI. 

Como parte de mi trabajo de tesis doctoral, he participado en la construcción de la colección 

CAMPA, y en la identificación y almacenamiento de los aislamientos recibidos a partir del año 

2015 hasta la actualidad. Hemos clasificado los aislamientos, ordenado, y actualizado las tablas 

de datos que contenían la información sobre los estudios genéticos y fenotípicos 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 

Microbiología (256) y resulta de interés ya que la  base de datos que consiste en un sistema de 

almacenamiento y clasificación online que permite ordenar toda la información que se recopila 

de cada uno de los aislamientos recibidos y datos clínicos de los pacientes (procedencia y datos 

del paciente, fecha de extracción de la muestra microbiológica, identificación bioquímica, 

molecular, caracterización fenotípica, resistencia a antimicrobianos, secuencias de los 

diferentes genes si se han obtenido etc.). El sistema informático genera y presenta también 

planillas donde se indica el rótulo 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 alfanumérica que considera para cada aislado el origen (hospital) y un número de 

registro en la colección CAMPA.  

4.2. Caracterización e identificación genotípica de los aislamientos 

4.2.1. Identificación de los aislamientos pertenecientes al Complejo Burkholderia 

cepacia  

La primera etapa de mis análisis sobre cada uno de los aislados recibidos en el laboratorio del 

CINDEFI estuvieron dirigidos a identificar la presencia del gen recA. Trabajos previos habían 

demostrado su utilidad en la identificación de organismos del CBc y su diferenciación de otros 

géneros relacionados (140, 141). En este trabajo se analizaron mediante dicha técnica todos los 

aislamientos recibidos en el período 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 amplicón de 1041pb. En la Figura 7 se 

muestra, a modo de ejemplo, la amplificación obtenida (empleando los cebadores BCR1 y BCR2) 

para varias de las cepas de referencia de distintas especies pertenecientes al CBc y para dos 

aislados clínicos seleccionados. Esta técnica mostró un 100 % de confiabilidad para la 

identificación de organismos pertenecientes al CBc y la discriminación de otros Bacilos Gram 

Negativos No Fermentadores (BGNNF) con características similares. A los 15 aislamientos 

restantes que no amplificaron para el gen recA, se les hizo la amplificación de otro de los genes 

conservados, el gen lepA, siendo esta reacción PCR positiva en todos los casos. Para su 

confirmación definitiva los aislamientos fueron derivados a los laboratorios especializados para 

su identificación por MALDI-TOF. 
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Figura 7. Amplificación 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 clínico (CAMPA 1563), 8:aislamiento clínico (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. Discriminación 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 digestión HaeIII 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-HaeIII correspondientes a cepas de referencia 

y/o perfiles descriptos en bibliografía (77, 140, 257, 258). Los patrones de corte encontrados 

para la enzima de restricción HaeIII 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 última ha sido aislada con muy poca frecuencia a nivel mundial 

hasta el momento en pacientes con FQ, y no ha sido aislada en pacientes aún 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-HaeIII K fueron 

identificados como B. contaminans por otras metodologías (MALDI-TOF o secuenciación 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 análisis. 
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Figura 8. Patrones de restricción obtenidos por PCR-recA-RFLP-HaeIII. Perfiles observados en aislados 
analizados. Calle 1 y 4: patrón K (B. contaminans o B. lata), calle 2, 3 y 6: patrón F (B. multivorans), calle 
5: patrón AT (B. contaminans), calle 7: patrón G (B. cenocepacia). La asignación de patrones se obtuvo 
según datos bibliográficos (77, 140, 257, 258). 

El análisis por RFLP del gen recA ha sido utilizado para diferenciar la mayoría de las especies 

pertenecientes al CBc. Sin embargo, esta técnica de comparación con patrones de restricción 

específico resultó deficiente para la discriminación de todas las cepas a nivel de especie. No 

obstante, por su relativa sencillez, continúa siendo empleado para la discriminación 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 identificación a nivel especie fue 

confirmada por MALDI-TOF o por secuenciación del gen recA o amplificación y secuenciación de 

algún otro gen conservado del MLST. Los 15 aislamientos que no amplificaron el gen recA, dieron 

por MALDI-TOF todos B. cenocepacia.    

Como se mencionó en el Capítulo 1, la identificación por MALDI-TOF de los aislamientos 

recuperados de infecciones crónicas que han sufrido cambios fenotípicos significativos, o de 

aislamientos correspondientes a especies no muy frecuentes que la base de datos de MALDI-

TOF (Biotyper) no tiene un número suficiente de representantes, el resultado obtenido posee 

cierta incertidumbre (índices de identificación muy bajos). Para estos casos se consideró 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 identificación MLST, tal como el gen 
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recA (57). En esos casos los productos de amplificación de PCR (empleando los cebadores RecA 

3 y 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 análisis del patrón de RFLP, el análisis de las secuencias de los siete genes del 

MLST arrojó como resultado que estos aislamientos correspondían a una especie no descripta 

(ST indefinido).  

4.3. Distribución de especies del CBc  

A partir del empleo de las técnicas genómicas indicadas anteriormente, pude agrupar las 

especies con las que se llevó a cabo el estudio epidemiológico en tres categorías:  i) organismos 

recuperados de pacientes con FQ (87 %), tanto de niños como de adultos atendidos en diversas 

regiones del país, principalmente en Buenos Aires, Córdoba 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% 

provenían de niños y el 16% restante de pacientes adultos (mayores de 14 años), de los cuales 

la mayoría son atendidos en el Hospital Rossi de La Plata. A su vez, el 31% de la población FQ 

pediátrica desarrolló infecciones crónicas, mientras que el 69% restante mostró infecciones 

transcientes o los pacientes dejaron de concurrir a estos centros de atención, por lo que no se 

tienen más datos.  
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Figura 9.  Distribución de los aislamientos del Complejo B. cepacia que conforman la colección CAMPA 
recuperados de la población de pacientes FQ, no FQ y cepas ambientales. 

A partir de los datos de identificación obtenida se analizó la distribución porcentual de especies 

recuperadas a partir del total de muestras clínicas 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 clínicos 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 será descripta más adelante) 

y B. lata. Si bien B. lata, B. puraquae y B. arboris aún no han sido recuperadas de pacientes FQ 

en nuestro laboratorio (Figura 11), están presentes en la distribución de especies recuperadas 

de muestras ambientales e industriales. Comparando la Figura 10 y 11, es importante resaltar 

que la distribución de especies es similar, así 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.  

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

Figura 11 la categoría “otro CBc” está 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 bibliografía, 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 aún no 

descriptas para el Complejo (37). 

 
Figura 10. Distribución de especies del Complejo B. cepacia que conforman la colección CAMPA 

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

 

 
Figura 11. Distribución de especies del complejo B. cepacia que conforman la colección CAMPA 
recuperadas de pacientes FQ. 
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Como se mostró en la Figura 8 de la Introducción general, la distribución de especies 

encontradas para pacientes FQ en otros países es completamente diferente. B. multivorans y B. 

cenocepacia se han reportado como las especies recuperadas con más 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 Canadá y en algunos países europeos (República 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 últimos años la incidencia de B. multivorans y B. 

cenocepacia en infección de pacientes FQ parece haberse invertido.  

A diferencia de esta situación global, podemos observar que B. contaminans es la especie más 

prevalente en Argentina representando casi el 65% de las infecciones de pacientes  FQ, seguida 

de B. cenocepacia con el 15% como ya se había descripto en años anteriores (136, 160, 161). A 

su vez, la actualización de los datos epidemiológicos, demuestran que B. contaminans continúa 

siendo la especie de mayor incidencia (65%) tanto en los primeros aislados como en la infección 

crónica, desde 2015 a la actualidad. Aunque esta distribución de especies en particular no se ha 

informado en ninguna otra región hasta ahora, en los últimos años los casos reportados de B. 

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

Es interesante resaltar que B. contaminans es la especie más prevalente tanto en muestras de 

pacientes FQ, no-FQ como en aislados ambientales y geográficamente tiene una representación 

similar en cada hospital (160). Si bien esto se estudiará más en profundidad en el Capítulo 3 de 

este trabajo de tesis, estos resultados estarían 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. Distribución de las especies del CBc a lo largo de la infección crónica 

Se analizó posteriormente la distribución de especies de las cepas pertenecientes al CBc 

encontradas en pacientes que desarrollaron infecciones crónicas. En la Tabla 5 podemos 

observar que, en 57 de 62 pacientes con infecciones crónicas estudiados, se recuperaron 

aislados del CBc pertenecientes a una única y misma especie a lo largo de la infección, y en su 

mayoría (40 pacientes) correspondieron a B. contaminans. De estas últimas no podemos 

asegurar si los aislados corresponden al mismo clon, ni siquiera si corresponden al mismo tipo 

de cepa (ST), pero sí que se observa una alta persistencia de B. contaminans a lo largo de la 

infección crónica (la clonalidad de los aislamientos sucesivos de alguno de los pacientes se 
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estudiará en el Capítulo 3). En cuanto a la duración de la infección según nuestros registros, esta 

varió de 2 a 11 años. Por otro lado, de los otros 5 pacientes con infecciones crónicas, más de una 

especie del CBc fue recuperada durante el transcurso de la infección como consecuencia de una 

coinfección o una colonización subsecuente por microorganismos de una especie diferente. 

Tabla 5. Especies del CBc recuperadas de 62 pacientes a lo largo de la infección crónica. 

Cepa Iniciala Cepas Subsecuentesb 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 
a Corresponde al primer aislamiento recuperado perteneciente al complejo CBc de un paciente con 
infección crónica.  
b Corresponde a los aislados, de una o más especies del CBc, recuperados durante el transcurso de la 
infección (podrían provenir de una coinfección o una colonización 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 geográficas. 

Es muy poco lo que se sabe acerca de la transmisibilidad, virulencia y persistencia de esta 

especie, por este motivo se investigó, 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 crónicas.  
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4.4. Distribución temporal de los perfiles de RFLP de B. contaminans  

En esta sección analizamos la distribución de los perfiles de RFLP correspondientes a los 

aislamientos de B. contaminans, con perfil PCR-recA-RFLP-HaeIII K y con perfil PCR-recA-RFLP-

HaeIII AT a lo largo de 16 años. En el Capítulo 3 veremos que luego de la secuenciación del gen 

recA y otros genes conservados de más 70 aislamientos clínicos y ambientales los aislamientos 

con perfil recA K correspondieron al clon B. contaminans ST 872 y los de perfil recA AT 

correspondieron en su mayoría 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 año 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 años estudiados. Se analizó el patrón 

RFLP de un total de 94 aislamientos correspondientes al primer aislamiento recuperado de cada 

paciente, y algún aislamiento adicional si hubiera cambiado el perfil de la especie a lo largo de 

la infección crónica. Del total de aislamientos analizados, 70 fueron asignados al perfil K y 25 al 

perfil AT. Curiosamente, la distribución de los perfiles a lo largo del tiempo (Figura 12) mostró 

que, desde que se produjo el brote en 2004 (160), el perfil K prevaleció durante 9 años hasta 

que se inició un reemplazo del mismo aproximadamente en el año 2013, aparentemente lento, 

por el perfil AT, con un desplazamiento completo en 2016. Cabe destacar que antes de 2013, se 

recuperó el perfil AT pero principalmente en entornos hospitalarios y muestras ambientales 

(160). Desde el año 2013, la mayoría de los aislamientos con perfil AT se recuperaron de bebés 

recién nacidos y algunos niños (1 mes - 2 años). 

Con respecto a los aislamientos de B. contaminans recuperados durante la infección crónica en 

29 pacientes analizados (de los 40 de la Tabla 5), 20 pacientes presentaron solo aislamientos 

perfil K y 6 pacientes presentaron solo aislamientos con perfil AT durante todo el transcurso de 

la infección. 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 año 

2010, donde se describió que las vías aéreas de las personas con FQ son particularmente 

propensas a infecciones bacterianas a largo plazo y que la mayoría son colonizadas por una cepa 

bacteriana dominante que persiste durante muchos años (37), lo que permite un tiempo 

significativo para la adaptación genética. 

Dado que, durante el brote del año 2004, al menos a nivel local circulaban sólo los organismos 

del perfil K, y el perfil AT no colonizó pacientes en esta región hasta el 2013, las infecciones 

crónicas de mayor duración corresponden a los aislamientos B. contaminans perfil K.  
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Figura 12. Distribución de los perfiles de recA-RFLP K y AT, de primeros aislamientos de B. contaminans 
en recuperados de infecciones pulmonares en niños con fibrosis quística durante un período de 16 años. 
(En el capítulo 3 demostraremos que los aislamientos de perfil K corresponden al clon B. contaminans 
ST872 y los de perfil AT son en su gran mayoría B. contaminans ST 102).  

4.5. Determinación 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 infección crónica de pacientes con FQ, se decidió 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 específicos para cblA y BCESM y las condiciones de 

reacción indicadas en la bibliografía (152, 153). Se realizó un screening de más de 100 

aislamientos de B. contaminans provenientes de pacientes con FQ, no-FQ y AMB y se analizó el 

producto de PCR obtenido. Los resultados que arrojó este análisis indican que todos los 

aislamientos B. contaminans perfil recA-RFLP K, ya sea recuperados de pacientes con FQ como 

del ambiente, presentaban la región genómica homóloga al BCESM, mientras que los 

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

Más adelante, se secuenció el producto de PCR de la región del BCESM de 20 aislamientos 

elegidos al azar, recuperados de distintos pacientes, y éstas resultaron ser idénticas. Se comparó 

también esta secuencia de la región genómica del marcador BCESM con la región homóloga de 

B. cenocepacia J2315, utilizando la herramienta de búsqueda de secuencia BLAST y el resultado 

arrojó 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 homóloga del BCESM en los aislamientos B. 

contaminans de nuestra colección con las secuencias de los genomas B. contaminans 

depositadas en el NCBI, se encontró 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 clínicos perfil recA-RFLP K presentaron la región genómica BCESM, 

característica de la isla genómica BcenGI11 del linaje B. cenocepacia ET12, y las secuencias 

tenían un alto porcentaje de identidad con la cepa J2315, quisimos dilucidar si había un 

homólogo de esta isla presente en dichos aislamientos clínicos. La secuencia de la isla de 

patogenicidad de B. cenocepacia J2315 se comparó con las secuencias genómicas del aislado 

de B. contaminans FFH2055, y se encontró una región en el contig 5, la cual mostró una 

identidad del 95 % con la cepa J2315 y una cobertura del 63 %, que a su vez contenía la 

secuencia homóloga al BCESM. Dicha región tiene un bajo contenido GC, por lo tanto, 

podríamos estar en presencia de una isla genómica, la cual caracterizaremos más adelante en 

el capítulo 3. 

Con respecto a la presencia del gen cblA, ninguno de los aislados de B. contaminans amplificó el 

producto de PCR correspondiente. A su vez, para confirmar la ausencia de dicho gen, su 

secuencia se comparó con las secuencias de los genomas B. contaminans depositados en el NCBI 

y no se encontró ningún gen homólogo. 

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

aislada del entorno hospitalario y suelos agrícolas. 

Como parte de los trabajos llevados a cabo durante mi tesis doctoral participé en la descripción 

de una nueva especie del CBc. El trabajo realizado fue multidisciplinario.  Nuestro laboratorio de 

Biofilms Microbianos trabajó en colaboración con otros grupos hospitalarios y de investigación 

del país y del exterior.  El Hospital de Niños "Sor Maria Ludovica", La Plata; el Hospital Santísima 

Trinidad de Córdoba; la Fundación Instituto Leloir-CONICET, Buenos Aires, Argentina; el Instituto 

de Biología Molecular -IBBM-CONICET, UNLP La Plata; Laboratorio CEMAR, Rosario, Santa Fe, 

Argentina; Instituto Robert Koch, Berlín, Alemania; Instituto de Bioingeniería y Biociencias, 

Lisboa, Portugal.  Se pudo describir una nueva especie bacteriana perteneciente al complejo 

Burkholderia cepacia, a la cual denominamos Burkholderia puraquae (del latín pur.a.quae. 

proveniente de aguas puras) (39).  

Hasta el año 2016, cuando se comenzó el análisis y ordenamiento de la colección de 

microorganismos CAMPA, contábamos con 6 aislamientos a los cuales no podíamos asignarle 
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una especie, ni aun aplicando los métodos moleculares más completos. Para ese momento había 

descriptas 20 especies pertenecientes al complejo. 

Estos aislados provenían de controles de infección que realizaban los diferentes hospitales, que 

involucraron aislados del CBc provenientes de distintas fuentes del entorno hospitalario 

realizados en diferentes períodos de tiempo. Los 6 aislamientos que no pudieron ser 

identificados representaban un único 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 había un aislado del CBc adicional ya depositado como 

perteneciente al mismo grupo, el aislado PBP 78, recuperado de una muestra de suelo agrícola 

en 2011 en Argentina.  

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

pertenecientes al complejo CBc con un enfoque polifásico. 

4.6.1. Aislamientos  

Los seis aislamientos hospitalarios se depositaron en la Colección CAMPA (Tabla 6). Cinco de 

ellos (aislamientos CAMPA 565, CAMPA 567, CAMPA 707, CAMPA 1040T y CAMPA 1043) fueron 

recuperados en el período 2007 a 2012 de los reservorios de “agua de hemodiálisis” en el 

Hospital Santísima Trinidad, ubicado en la ciudad de Córdoba, Argentina. El aislado restante, 

CAMPA 566, se aisló en 2009 de un reservorio de agua para hemodiálisis en un hospital en San 

Fernando del Valle de Catamarca, en la provincia de Catamarca, (438 km de Córdoba). En ambos 

hospitales, la incidencia de contaminación bacteriana de los tubos, tanques y grifos en la Unidad 

de hemodiálisis se investiga mensualmente. Las muestras microbiológicas fueron concentradas 

de las aguas por filtración por membrana  con tamaño del poro de 0.22µm (de acuerdo con la 

examinación estándar de agua de la Asociación Americana de Salud Pública (APHA) (263)). 

Después de la filtración, 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 días a 37°C y 2 días adicionales a temperatura 

ambiente. Luego se llevó a cabo la caracterización bioquímica 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 Córdoba, 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.  

Aislamiento 

a,b,c 

Origen, lugar y año 

de aislamiento 
ST 

Perfil alélico del complejo Burkholderia cepacia 

MLST 

atpD gltB gyrB recA lepA phaC trpB 

CAMPA 565 

 

Agua de diálisis, 

Córdoba, 2009 
 

1065 378 451 690 404 459 290 450 

CAMPA 566 
Agua de diálisis, 

Catamarca, 2009 
 

1065 378 451 690 404 459 290 450 

CAMPA 567 
Agua de diálisis, 

Córdoba, 2009 
 

1065 378 451 690 404 459 290 450 

CAMPA 707 
Agua de diálisis, 

Córdoba, 2007 
1065 378 451 690 404 459 290 450 

HST 245 

CAMPA 1040T 

LMG 29660T 

DMSZ 130137 T 

Agua de diálisis, 

Córdoba, 2011 
1065 378 451 690 404 459 290 450 

CAMPA 1043 
Agua de diálisis, 

Córdoba, 2012 
 

1065 378 451 690 404 459 290 450 

PBP 78 

R-50214 

Suelo, 

Buenos Aires, 2011 
764 316 363 548 334 381 290 66 

 
Las secuencias de nucleótidos de cada alelo, los perfiles alélicos y los tipos de secuencias para todos los 
aislados están disponibles en el sitio web de CBc PubMLST (http://pubmlst.org/CBc). 
a CAMPA: Colección Argentina de Microorganismos Patógenos y Ambientales, CINDEFI, CONICET-CCT La 
Plata, Universidad Nacional de La Plata, Argentina. 
b HST245: nombre dado por el “Hospital Santísima Trinidad de Córdoba” (HST) al aislamiento CAMPA 
1040T. 
c Aislamiento PBP78 obtenido del Laboratorio de Microbiología Molecular y Celular, Fundación Instituto 
Leloir, Argentina. 
 

4.6.2. Caracterización genotípica y fenotípica de los aislamientos 

El primer paso para la caracterización genotípica de los aislamientos en estudio fue la 

comparación de las secuencias del gen 16s ARNr con las de las cepas de referencia de otras 

especies del CBc, la cual reveló niveles de similitud entre 98.8 % y 99,7 %. Los niveles de similitud 

contra B. gladioli y 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 

árbol filogenético basado en las secuencias del 16S rRNA mostró que los siete aislados se 
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agruparon juntos entre los aislamientos pertenecientes al CBc en un cluster altamente confiable 

(86 %). (Figura 13). 

 

Figura 13. Árbol filogenético basado en las secuencias del gen 16S ARNr de los aislamientos de B. puraquae 
sp. nov. y de las cepas de referencia de todas las especies del CBc. El árbol se construyó utilizando el 
Método de máxima verosimilitud (Maximum Likelihood) basado en el modelo de Kishino-Hasegawa. Se 
muestra el árbol con el logaritmo de verosimilitud más alto (-2244.1979). El porcentaje de árboles en los 
cuales los taxones asociados se agrupan juntos (1000 replicados de bootstrap) se muestra a continuación 
en las ramas si es mayor que 70%. Una distribución Gamma discreta se utilizó para modelar las diferencias 
en la tasa de evolución entre sitios (5 categorías (+ G, parámetro = 0.1000)) y se permitió que algunos 
sitios fueran invariablemente evolutivos ([+ I], 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 21463T fue utilizada como grupo externo. 
La barra de escala indica el número de sustituciones por sitio. 

En cuanto al análisis 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 árbol filogenético 

derivado mostró una agrupación estrecha (99%) de las siete cepas candidatas dentro del CBc, 

como se observó previamente en el árbol del gen 16S rRNA (Figura 14). 
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Figura 14. Árbol 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 contenían gaps y datos 
faltantes, lo que dio como resultado un total de 393 posiciones en el conjunto de datos final. El árbol 
consenso del bootstrap, inferido a partir de 1000 replicados, se construyó utilizando el método de Máxima 
Verosimilitud (Maximum Likelihood) basado en el Modelo general de tiempo reversible. El porcentaje de 
árboles 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 utilizó una distribución discreta de Gamma para 
modelar las diferencias en la tasa de evolución entre las categorías de 5 sitios (+ G, parámetro = 0.3351) 
y se permitió que algunos sitios fueran invariablemente evolutivos ([+ I], 52.2941% de sitios). La secuencia 
de recA de B. fungorum LMG 16225T se usó como grupo externo. La barra de escala indica el número de 
sustituciones por sitio. 

Con fines confirmatorios se realizó un análisis filogenético del fragmento de 442 pb del gen hisA. 

Como se mencionó anteriormente ésta constituye  una herramienta adicional de gran robustez 

para discriminar especies del CBc (144).  Se llevó a cabo la amplificación por PCR de esta región 

y su secuenciación. La comparación de estas secuencias con aquellas correspondientes a las 
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otras especies del CBc reveló niveles de similitud entre 91,08 % y 97,14 %. El árbol filogenético 

derivado de este análisis mostró que los seis aislamientos recuperados del entorno hospitalario 

se agruparon juntos en un cluster dentro del CBc (Figura 15). Además, se determinó el código 

de 11 letras obtenido de la combinación de los nucleótidos dentro de gen hisA, el cual permite 

la discriminación de especies CBc, como ha sido reportado (144). Los 6 aislamientos presentaron 

el mismo código de 11 letras para este sitio -CACGGCGGCTA–, que fue diferente de las otras 

especies de CBc informadas. 

 

Figura 15. Árbol filogenético construido usando secuencia de nucleótidos de la región hisA (442 pb) de las 
cepas pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia aplicando el algoritmo basado en distancia 
neighbor-joining (NJ). El porcentaje de árboles 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 21463T fue utilizada como grupo externo. 

Se realizó un análisis de identificación por medio del sistema comercial MALDI Biotyper (Bruker 

Daltonik) en el instituto Robert Koch de Berlín, 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 según el aislamiento. Le siguieron en la lista de identificación 

B. cenocepacia y B. stabilis. Para construir el dendrograma, la información espectral en la región 
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m/z de 2000-14000 se extrajo y se convirtió en imágenes de código de barras de acuerdo con 

los procedimientos descritos por Lash y Naumann (265, 266), y se utilizó el algoritmo de Ward 

como método de construcción del dendrograma. La Figura 16 muestra el dendrograma del 

análisis 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 CBc y B. gladioli (cluster A), lo que indica que pueden ser discriminados de las especies del 

complejo más 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 análisis de agrupamiento jerárquico no supervisado (UHCA) 
de espectros de base de datos MALDI-TOF. Se incluyeron espectros de 18 especies diferentes del género 
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 habían 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 comparación de los espectros de masas MALDI-TOF de los 

siete aislamientos frente a las especies CBc más relevantes, mostró que estos aislados 

comprendían un solo grupo de cepas distintivas dentro del taxón de CBc. De esta forma, el MLSA 

fue llevado a cabo utilizando los protocolos estándar para confirmar si éstos representan o no 

una nueva especie dentro del complejo. Un árbol 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 construyó utilizando el software MEGA 6. Los aislamientos se resolvieron en dos tipos de 

secuencias (STs), con CAMPA 1040T y PBP 78 como sus representantes correspondientes (Tabla 

6). La secuencia de nucleótidos de cada alelo, los perfiles alélicos y los STs de estas dos cepas 

están disponibles en la base de datos de CBc PubMLST. El análisis filogenético de secuencias 

alélicas concatenadas demostró que los siete aislados se agruparon juntos en un clúster 

dentro del CBc, validado por valores de bootstrap de 100% (Figura 17). Para el nuevo taxón, la 

divergencia de secuencias intragrupo de los alelos concatenados fue de 1.75%, mientras que la 

divergencia promedio con los vecinos más 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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Figura 17. Árbol 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 árbol consenso del bootstrap, inferido a partir de 1000 replicados, se construyó 
utilizando el método de Máxima Verosimilitud (Maximum Likelihood) basado en el Modelo general de 
tiempo reversible. El porcentaje de árboles 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 utilizó una distribución 
discreta de Gamma para modelar las diferencias en la tasa de evolución entre las categorías de 5 sitios (+ 
G, parámetro = 0.1884) y se permitió que algunos sitios fueran invariablemente evolutivos ([+ I], 52.2421% 
de sitios). La secuencia de B. fungorum LMG 16225T se usó como grupo externo. La barra de escala indica 
el número de sustituciones por sitio. 

Los valores obtenidos para la determinación del contenido G + C (% en moles) de ADN de los 

aislamientos CAMPA 565, CAMPA 566, CAMPA 567, CAMPA 707, CAMPA 1040T y CAMPA 1043 

fueron 66.2 mol%, 66.1 mol%, 66.4 mol%, 66.8 mol%, 66.3 mol% y 66.7 mol%, respectivamente, 



 
 

Capítulo 1 
 

 

 98 

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

(139). 

En cuanto al análisis de ácidos grasos, según el software Sherlock versión 6.2., los ácidos grasos 

más abundantes, tanto en los aislados como en las cepas de referencia vecinas en el árbol 

filogenético del MLSA , B. contaminans LMG 23361 y B. lata LMG 22485, fueron 18: 17c y/o 

19:0 cyclo8c (presentado en la Tabla 7 como característica sumada 8), 16:1 7c y/o 16:16c 

(presentado en la Tabla 7 como característica sumada 3) y 16:0, que corresponde a más del 89% 

del contenido total de ácidos grasos (Tabla 7). El análisis de las mismas muestras utilizando el 

método de análisis de ácidos grasos de fosfolípidos (PLFAD1) de Sherlock en un cromatógrafo 

de gas con un detector de espectrómetro de masas, como se describe anteriormente (246), 

mostró que la característica sumada 8 contiene tanto 18: 17c como 19:0 cyclo8c, pero las 

características sumadas 2, 3 y 5 sólo contenían 14: 0 3OH, 16: 17c y 18: 26, 9c, 

respectivamente. Tanto el análisis de componente principal (PCA) llevado a cabo con el software 

Sherlock para evaluar la proximidad de la cepa, y los cálculos llevados a cabo de acuerdo con 

Vauterin (267) para determinar la homogeneidad del perfil de ácidos grasos, indicaron que la 

composición lipídica de todos los aislados reportados aquí son diferentes a las cepas de 

referencia que son especies vecinas en el árbol filogenético del MLSA, mostrando cierta 

heterogeneidad entre ellos (la suma de las diferencias entre cada ácido graso y el promedio de 

los aislamientos varió hasta 3.2%). 
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Tabla 7. Composición de ácidos grasos de B. puraquae sp. nov. y de las especies vecinas en el árbol 
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 
LMG 23361 

B. lata 
LMG 22485 

CAMPA 
565 

CAMPA 
566 

CAMPA 
567 

CAMPA 
707 

CAMPA 
1040T 

CAMPA 
1043 

12:0 tr tr tr tr tr tr tr tr 
14:0 tr tr tr tr tr tr tr tr 
16:0 24.91 23.69 28.91 28.21 32.63 31.36 31.74 32.89 
16:1 2OH 1.02 Tr Tr Tr 1.11 tr tr tr 
16:1  5c 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 2OH 1.25 1.54 tr tr 1.35 tr 1.00 1.31 
18:1 5c 0.18 tr tr tr tr tr tr tr 

18:3 6c 
(6,9,12) tr tr tr tr tr tr tr tr 

Sumatoria de 
característica 2* 2.56 3.18 2.33 1.95 3.05 1.87 2.04 2.71 

Sumatoria de 
característica 3* 25.64 22.72 28.13 28.47 21.38 27.39 22.04 21.13 

Sumatoria de 
característica 5* tr tr tr tr tr tr tr tr 

Sumatoria de 
característica 8* 40.29 44.27 35.02 36.80 35.09 34.58 37.68 36.27 

 

Los valores son porcentajes de ácidos grasos totales; tr, presente en cantidades rastreables (<1% del 
total). 
*La sumatoria de característica 2 comprende C14:0 3OH y/o C16:1 iso; La sumatoria de característica 3 
comprende C16: 1 7c y/o C16: 1 6c; La sumatoria de característica 5 comprende C18: 2 6,9c y/o C 
18:0 anteiso; y la sumatoria de característica 8 comprende C18:1 7c y/o C 19:0 ciclo 8c, de acuerdo 
con el software Sherlock versión 6.2, método ITSA1. 

La caracterización bioquímica de los siete aislamientos, realizada según 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, β- galactosidasa, esculina hidrolasa y lisina 

descarboxilasa están presentes, pero no ornitina descarboxilasa, arginina dihidrolasa y ureasa. 

La reducción de nitratos y licuefacción de la gelatina dependieron de la cepa. Los siete 

aislamientos estudiados podrían diferenciarse de otras especies del CBc principalmente porque 

no crecen a 42 ºC como casi todas las otras especies del CBc si lo hacen. Los aislamientos aquí 

descriptos fueron capaces de crecer en medio BCSA, asimilando xilosa, no presentaron actividad 

arginina dihidrolasa y no mostraron β hemólisis en placas de agar sangre. La identificación por 

VITEK (269) dio como resultado una identificación "muy buena" a "excelente" (93-98%) como B. 

cepacia para el set completo de aislamientos. 
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Tabla 8. Características bioquímicas utilizadas para la diferenciación 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 1040T, 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 bioquímicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

Crecimiento en agar 

MacConkey 
+ + + + v + v + + + + + + + + v + + + + + 

Crecimiento a 42°C - v - + v + v + v v v + + v - + + v v + + 

Pigmentación y v v y v v v - v - v - - v - - - - - - - 

Hemolisis - v - - - - - - v - v - - v - v - - - - - 

OF Manitol + + + + + + + + + + v + + + + + + + + + + 

OF Lactosa + + + + + + v + + + + + + + + + + + + + + 

OF Xilosa + + + + + + + + + + + + + w v v + + + + + 

Reducción de Nitrato - v v - - - v + v + v v - v - v + v v - - 

Lisina descarboxilasa + + + + + v + v + + + + + v + + - v - + + 

Ornitina descarboxilasa - - v - v v v - - - + - - + + - - v - - - 

Arginina - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - 

Gelatinasa 4(+) + v + v + v - + v + - v + v - - - + + + 

β-Galactosidasa + + v + + + + + + + + + + + - + + v - - + 

Hidrolisis de Esculina + v v + v v v - v - - v - - - - - - - - - 

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

Números de acceso. Los números de acceso del Genbank (Genbank Accession numbers) para 

las secuencias genéticas de 16S ARNr, hisA y recA de Burkholderia puraquae sp. nov. CAMPA 

1043 son: KX516808, KX516814, KX516844, respectivamente. Los números de acceso del 

Genbank para las secuencias genéticas de 16S ARNr, hisA y recA de Burkholderia puraquae sp. 

nov. CAMPA 1040T (= LMG 29660T, DSM 103137T) son: KX278717, KX516813, KX516843, 

respectivamente. Los números 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 números 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 números 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 números de acceso del Genbank para las secuencias genéticas de 16S 

ARNr, hisA y recA de Burkholderia puraquae sp. nov. CAMPA 565 son: KX516804, KX516809, 

KX516839, respectivamente. Los números de acceso del Genbank para las secuencias genéticas 

de 16S ARNr, 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 llevó a cabo la secuenciación del 

genoma completo de la cepa tipo de Burkholderia puraquae CAMPA 1040T (=LMG 29660T DSM= 

130137T), del cual se obtuvieron un total de 4.073.044 lecturas, las cuales se recortaron y 

ensamblaron de novo. Se obtuvieron ochenta y dos cóntigos (cóntigo más largo, 982.812 pb; 

N50, 290.133 pb), con 85x de cobertura.  

El tamaño total del ensamblado fue de 8.098.134 pb, con un 66.5% de contenido GC. Los 

cóntigos se subieron al GenBank para la anotación del genoma, y se encontraron 7.182 genes 

codificantes, 60 ARNt, 11 ARNr y 75 proteínas ribosómicas. 

Sobre las secuencias del genoma completo, se realizó el análisis de ANIb para estimar los valores 

medios entre las regiones genómicas homólogas compartidas entre la cepa CAMPA 1040T y la 

especie del CBc más cercana, según el árbol filogenético del MLSA (Figura 17). Este resultado 

reveló que B. puraquae sp. nov. CAMPA 1040T mostraba valores de ANIb de 92,68 % y 92.84 % 

contra B. contaminans LMG 23361 y B. lata LMG 22485, respectivamente. Como los valores de 

ANI de 95 % se consideran un límite para la delineación de especies (255, 270), estos resultados 

y el análisis del MLSA confirmaron que los siete aislamientos representan una nueva especie 

del complejo. 

Si bien aún no se ha hecho un análisis exhaustivo del genoma se ha podido establecer que esta 

especie posee varios sistemas de genes involucrados en su defensa contra condiciones de 

estrés. El análisis de los contigs anotados automáticamente mostró la presencia de diversos 

sistemas que actúan sobre la defensa del estrés bacteriano. Entre ellos, el homólogo del cluster 

de genes designado como locus de bajo oxígeno (lxa) estaba presente en esta cepa (271). Este 

locus es un grupo de 50 genes corregulado significativamente upregulado durante el 

crecimiento en bajas concentraciones de oxígeno en la cepa Burkholderia cenocepacia J2315. El 

cluster de genes participa en varias funciones celulares, como metabolismo, transporte de 

carbohidratos, transferencia de electrones y regulación de proteínas relacionadas con el estrés 
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(271). Adicionalmente, varios sistemas relacionados a la homeostasis del cobre están presentes 

en el genoma como CopSR y CusSR (sistemas reguladores de dos componentes), los cuales están 

involucrados en detectar e inducir la expresión de determinantes de resistencia de Cu para tratar 

el exceso de cobre periplásmico, y el locus ScsADCB, que contribuye a la tolerancia celular al 

cobre (272). Además, se encontraron presentes en el genoma varios genes involucrados en la 

defensa al estrés osmótico a través de la síntesis de glicina betaína a partir de la colina. El análisis 

global mostró varios sistemas de defensa celular contra el estrés biótico y abiótico, que en parte 

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

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

1040T ha sido subido a DDBJ/EMBL/GenBank bajo el número de acceso NBYX00000000.  

En resumen, el análisis de la secuencia del gen recA, la espectrometría de masas MALDI-TOF, el 

MLSA, ANIb de todo el genoma, y algunas pruebas bioquímicas que incluyen la capacidad de 

crecer a 42 °C, la hidrólisis de esculina y las actividades lisina descarboxilasa y β-galactosidasa, 

confirmaron que CAMPA 565, CAMPA 566, CAMPA 567, CAMPA 707, CAMPA 1040T, 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 1040T (= LMG 29660T = DSM 103137T) 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 actualización taxonómica 

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 Introducción 

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

Si bien quedan aún muchos interrogantes por resolver en relación a la epidemiología global del 

Complejo Burkholderia cepacia, la aplicación de las técnicas de PCR, RFLP-HaeIII y secuenciación 

de gen recA u otros genes del MLST, sobre la colección de aislados que ingresaron desde el año 

2015 y el estudio de aislamientos previamente almacenados en la colección CAMPA, permitió 

actualizar datos epidemiológicos demostrando que B. contaminans continúa siendo la especie 

de mayor incidencia tanto en los primeros aislados como en la infección crónica con un 64% de 

persistencia entre los organismos   

El análisis de los perfiles de PCR-recA-RFLP-HaeIII de B. contaminans reveló la circulación en la 

región de dos perfiles, K y AT que, se verá en el Capítulo 3 corresponden a tres tipos de cepa, 

ST872, y ST102 y ST482 respectivamente. Se confirmó una mayor incidencia de los aislamientos 

con perfil K, así como una alta persistencia de éstos a lo largo de la infección crónica.  

Pudimos establecer que, a partir del año 2013, comenzó 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 vías aéreas de los pacientes infectados. En la 

mayoría de los pacientes con infección crónica ya sea por el perfil K, como por el perfil AT de B. 

contaminans, el tipo de cepa no se modifica durante la infección crónica.  

Dada la gran incidencia y prevalencia de B. contaminans en la región 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 característica aún no estudiada. Todos los aislamientos pertenecientes al perfil K 

presentaron el marcador BCESM.  Prácticamente todos los pacientes infectados con estos 

organismos de perfil K (ST 872) cursaron infección crónica por largos períodos (algunos hasta 11 

años de infección). Se observó que en los últimos años 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 años los desplazaron totalmente.  

Llama la atención que las nuevas infecciones de los últimos años por organismos B. contaminans 

con perfil AT colonizan a los niños desde muy temprana edad (de 0 a 12 meses), quizás este 

hecho se deba a una fuente de contaminación hospitalaria común al momento del nacimiento.  
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En este capítulo 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 húmedas 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 comúnmente entre las especies del CBc no son hemolíticas. 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 

acidificación de la glucosa, manitol, lactosa y xilosa. La reducción de nitrato no está presente. 

Las actividades oxidasa, β- galactosidasa, esculina hidrolasa, y lisina descarboxilasa están 

presentes, pero no ornitina descarboxilasa, arginina dihidrolasa y ureasa. La licuefacción de la 

gelatina depende del aislado (cuatro de siete). Los siguientes ácidos grasos están presentes en 

todos los aislamientos: 12: 0, 14: 0, 14: 0 3OH, 16: 0, 16: 1 2OH, 16: 15c, 16: 17c, 17: 0, 18: 0, 

18: 1 2OH, 18: 15c, 18: 17c, 18: 26,9c, 18: 36c (6,9,12), y 19: 0 cyclo8c.  

El análisis global del genoma de esta nueva especie mostró varios sistemas de defensa celular 

contra el estrés biótico y abiótico, que en parte podría explicar la adaptabilidad de esta especie 

bacteriana a diversos ambientes. 

La cepa tipo (LMG 29660T = DSM 130137T), originalmente recuperada como CAMPA 1040T, se 

aisló a partir de agua de hemodiálisis en la provincia de Córdoba, Argentina, y es positiva para 

la actividad licuefacción de gelatina, con todas las propiedades fenotípicas 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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1. Introducción 

1.1. Persistencia 

Durante los procesos de infección pulmonar crónica en los pacientes con FQ, las 

bacterias deben desarrollar mecanismos de adaptación que les permitan persistir en un 

nicho sumamente hostil. En las vías aéreas, los patógenos encuentran un entorno 

caracterizado por la presencia de mucus, limitación de nutrientes, presencia de 

antimicrobianos, diferentes agentes asociados a la respuesta del hospedador y otros 

factores. Como mencionamos en la sección 3.6 de la Introducción general para el caso 

de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella entérica, Burkholderia 

cenocepacia y una gran diversidad de especies microbianas se demostró que uno de los 

mecanismos que les permite permanecer en el hospedador durante la infección crónica 

es el surgimiento de sub-poblaciones de “persistores” (195, 197, 216, 218, 273). Estas 

constituyen variantes fenotípicas sobre la cual la gran mayoría de los antimicrobianos 

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

Los persistores poseen la característica particular que la tolerancia a antimicrobianos no 

se debe a mutaciones genéticas que modifican su resistencia, sino que constituyen 

variantes fenotípicas durmientes (214). Tras el tratamiento con altas dosis de 

antimicrobianos, para los cuales las poblaciones bacterianas son sensibles, la mayoría 

de las bacterias son eliminadas, sin embargo, esta pequeña fracción no es atacada y 

permanece “oculta” (Figura 1). Cuando las condiciones del entorno se modifican, el nivel 

de los antibióticos baja, esta sub-población de bacterias durmientes vuelve a repoblar y 

da lugar a una nueva población que  contendrá sólo con una fracción muy pequeña de 

células persistoras (214). El surgimiento de persistores favorece entonces al 

establecimiento de la infección crónica (214–216). 
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Figura 1. El agregado de antimicrobianos al momento cero erradica rápidamente gran 
parte de la población sensible (azul). Las células persistores (rojo) mueren más 
lentamente, toleran el tratamiento. Al retirar el antibiótico la población se repone con 
la reanimación de las células persistentes sobrevivientes (Tomado de Harms y col.  
(218)). 

Los mecanismos que llevan al surgimiento de persistores pueden ser muy variados y, 

para muchas especies no está aún dilucidados. Uno de los mecanismos que actualmente 

se postulan que intervendría en la formación de persistores es la activación de los 

sistemas del tipo de módulos toxina/antitoxina (TA) (Figura 2). Éste consiste en la 

existencia de dos genes organizados en un operón, que codifican para una toxina 

estable, que interrumpe algún proceso esencial para la célula, y una antitoxina lábil que 

previene la acción de la toxina (274). Ambos están involucrados en un amplio rango de 

procesos celulares tales como la duplicación del ADN, la polimerización del 

citoesqueleto, síntesis de macromoléculas, respuesta a condiciones de estrés, etc. 

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

Como se mencionó en la sección 3.6. de la Introducción general, estudios realizados 

sobre las cepas de B. cenocepacia J2315 provenientes del linaje ET12 que causó uno de 

los brotes más importantes en pacientes con FQ en Canadá, UK y diferentes países de 

Europa han identificado dentro de la isla genómica BcenGI11, en la región genómica del 

marcador de transmisibilidad BCESM, la presencia de un operón implicado en la 

expresión y regulación de un sistema toxina/antitoxina, posiblemente asociado a la 

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

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 planctónicos (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 planctónicas 

o pueden sobrevivir dentro de células epiteliales o leucocitos (191), otros 

investigadores, sugieren que en las vías respiratorias de los pacientes con FQ, los 

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 infección. 

Los biofilms han sido reportados como un importante rasgo patogénico en infecciones 

crónicas favoreciendo el establecimiento de la infección 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 oxígeno y/o 

nutrientes, expresión de genes específicos que inhiben la acción 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) 

protección de la subpoblación de persistores (215).  

1.2. Resistencia, tolerancia o persistencia 

En esta temática es fundamental tener precisión 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 antibióticos, sin importar la duración del tratamiento, y es 

cuantificada a través de la concentración inhibitoria mínima (CIM) del antibiótico 

particular. (Figura 3a). Típicamente está causada por mutaciones heredadas y tiene 

como efecto disminuir la efectividad de los antibióticos, es decir que se requiere una 

concentración de antibiótico 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 antibiótico que en otras circunstancias serían 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 

β-lactámicos puede ocurrir cuando la bacteria crece lentamente (277), lo que está 

asociado a un ensamble de la pared celular más lento. Como los β-lactámicos requieren 

un ensamble activo de la pared celular para matar a la bacteria, menor crecimiento 
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resultará en un período mínimo de tratamiento más largo para alcanzar el mismo nivel 

de muerte, más allá de la concentración del antibiótico. Puede ser adquirida a través de 

mutaciones genéticas o conferida por condiciones ambientales como condiciones de 

estrés: limitación de nutrientes, baja temperatura o presencia del mismo antibiótico 

(278).  Dado que las bacterias tolerantes pueden tener la misma CIM que las no 

tolerantes, la CIM no sirve como parámetro para evaluar la tolerancia. El parámetro 

utilizado mayormente, por lo tanto, es la Duración Mínima para Matar (MDK, del inglés 

Minimun Duration of Killing), que se define como la típica duración de un tratamiento 

antibiótico que se requiere para matar una proporción dada de la población bacteriana, 

a concentraciones que exceden por mucho la CIM. Por ejemplo, la MDK que se requiere 

para matar el 99% de la población bacteriana (MDK99), 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 

población entera, es la capacidad de una sub-población dentro de una población de 

bacterias clonales de sobrevivir a altas concentraciones de antibióticos (279). Entre dos 

subpoblaciones coexistentes, los persistores constituyen la subpoblación menos 

numerosa (0,1 al 10 %) y mueren a una tasa mucho menor que las células susceptibles. 

La persistencia se observa comúnmente cuando la mayor parte de una población 

bacteriana es eliminada rápidamente mientras una subpoblación persiste por un 

periodo de tiempo mucho mayor, a pesar de que la población 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 

subpoblación persistente no es heredable: cuando se aíslan las bacterias persistentes, 

se cultivan y se vuelven a exponer al mismo tratamiento con antibiótico, se observa la 

misma respuesta heterogénea que en la población original, con la misma división en 

subpoblaciones persistentes y no persistentes (Figura 3c). 
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Figura 3. Respuestas características a antimicrobianos de resistencia, tolerancia y 
persistencia. a) La concentración inhibitoria mínima – CIM - para una cepa resistente a un 
antibiótico es sustancialmente mayor a la CIM de una cepa susceptible. Los pocillos coloreados 
simbolizan crecimiento bacteriano, mientras que los pocillos en marrón 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 MDK99 similar a las de una cepa susceptible, sin embargo, la MDK para el 99.99% 
de la población bacteriana es sustancialmente mayor que para una cepa susceptible. Las 
concentraciones y las escalas de tiempo se eligieron solo a modo ilustrativo (Tomado de 
Brauner y col. (276)). 

Es importante determinar si los persistores sobreviven a la exposición de antibióticos 

porque son transitoriamente más resistentes o transitoriamente más tolerantes que la 

mayoría de la población. Esto diferencia dos clases de persistencia, la persistencia 

dependiente de tiempo y la persistencia dependiente de dosis. 

La persistencia dependiente del tiempo está caracterizada por la presencia de una 

subpoblación 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 mayoría de la población. Estas tienen dinámicas muy 

diferentes. Todas las características descritas anteriormente para la tolerancia de una 

población entera, pueden aplicarse a una subpoblación con persistencia dependiente 

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

de muerte que se observa.  

La subpoblación con el tiempo de latencia más largo, no será detectada en medidas 

estándar del tiempo de latencia de un cultivo, ya que ese tiempo lo dominará la 

subpoblación que tenga menor latencia. Sin embargo, la heterogeneidad de latencias en 

la población 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 población bacteriana expuesta a una 

concentración de antibiótico muy alta. La medida necesita demarcar un límite para que 

la persistencia sea visualizada. El MDK 99 solo es sensible cuando se aplica a una 

población que tenga más del 1% de persistores. Para poblaciones con menor porcentaje 

se utiliza el MDK 99.99 que es la duración del tratamiento necesaria para matar el 

99.99% de la población bacteriana. 

Aunque la mayoría de las persistencias se relacionan con la que acabamos de describir, 

algunas subpoblaciones persistoras tienen en cambio una disminución transitoria a su 

sensibilidad al antibiótico. Por ejemplo, esto puede ocurrir cuando un factor de 

resistencia, como una bomba de eflujo es sobreexpresada transitoriamente en una 

subpoblación de células bacterianas. Esta sobreexpresión causa una reducción en la 

concentración efectiva intracelular del antibiótico y por lo tanto disminuye la 

sensibilidad ante el mismo, requiriendo una mayor concentración para generar el mismo 

nivel de muerte. Cuando la población bacteriana se expone a una concentración de 

antibiótico tan alta como para alcanzar la saturación para la mayoría de las células, pero 

no para las persistoras, definimos esta subpoblación como persistores dependientes de 

dosis. La diferencia clave entre la resistencia y esta persistencia es que la última es 

transitoria, y no heredable. La característica que define a este tipo de persistencia es 

que una concentración más alta de antibiótico disminuye más efectivamente la 

supervivencia que una mayor duración del tratamiento, como se requiere en la 

persistencia dependiente del tiempo. Además, como con la Resistencia, la persistencia 

dependiente de dosis suele aumentar la supervivencia a un tipo específico de 

antibiótico, y es independiente comúnmente de la tasa de crecimiento, a diferencia de 
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la persistencia dependiente del tiempo que provee una protección más general a varios 

antibióticos.  

En este sentido, los persistores tienen una característica clave que los distingue de las 

células resistentes: no muestran un cambio en su CIM luego de un tratamiento con altas 

dosis de antibiótico (276). Este rasgo característico hace que la estrategia más directa 

para detectarlos y saber que se está en presencia de una población persistora sea la 

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

Teniendo en cuenta  los antecedentes descriptos previamente, los resultados previos obtenidos 

en el Capítulo 1 en relación a los altos porcentajes de pacientes en los que la infección por B. 

contaminans termina en un proceso infeccioso crónico, y el hecho que los aislamientos 

provenientes de pacientes con FQ con infección crónica presentan el marcador de 

transmisibilidad BCESM, se decidió avanzar en la hipótesis que el surgimiento de persistores 

podría ser un mecanismo de persistencia en esta especie. De modo que decidimos estudiar la 

presencia y el posible rol de genes homólogos al operón BCAM0257-8-9 de B. cenocepacia en B. 

contaminans en el establecimiento de la infección crónica.  

El objetivo general de esta sección fue estudiar si la adaptación fenotípica por el surgimiento de 

persistores puede ser un posible mecanismo de persistencia de B. contaminans en la infección 

crónica. Se buscó establecer el nivel de persistores de diferentes aislamientos clínicos, y estudiar 

si existe relación entre el surgimiento de sub-poblaciones de persistores en B. contaminans 

creciendo en forma de biofilm, y la presencia y expresión de los genes homólogos al operón 

BCAM0257-8-9 (implicados en la persistencia de B. cenocepacia). En particular, nos propusimos 

estudiar si la presencia de este módulo T/A contribuye al establecimiento de la infección crónica 

y cómo eventualmente participa en el surgimiento de células persistoras. Asimismo, nos 

propusimos analizar si con el desarrollo de la infección crónica los aislados clonales de B. 

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

Los objetivos específicos fueron: 

1. Analizar comparativamente el nivel de persistores en biofilm formados por aislamientos 

recuperados de infecciones transitorias y crónicas de pacientes con FQ, empleando altas 

concentraciones de antibióticos usados en la clínica: ciprofloxacina y meropenem.  

2. Comparar longitudinalmente el nivel de persistores alcanzado para aislamientos 

recuperados a lo largo de la infección crónica en diferentes pacientes.  

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

presencia de los genes homólogos al operón BCAM0257-8-9. 

4. Determinar si genes homólogos al operón BCAM0257-8-9 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 

específico 1), llevado a cabo en la primera etapa de esta sección, se utilizaron 25 aislamientos 

de B. contaminans recuperados de pacientes con FQ, los cuales en algunos casos fueron 

obtenidos de infecciones crónicas 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, señalando la fecha y lugar de origen, así como el patrón de la PCR-recA-

HaeIII-RFLP correspondiente a cada aislamiento. En cuanto al perfil recA-RFLP, los aislamientos 

que fueron sometidos a la secuenciación de los genes del MLST como se detalla en el Capítulo 

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, además, el tipo de infección que cursaba cada paciente al momento 

del aislamiento (crónica o transitoria). Se considera que un paciente se encuentra cursando una 

infección crónica cuando se obtienen tres cultivos positivos de B. contaminans dentro de un 

período de 6 meses (245). Se indica con asterisco los pacientes que al momento de realizado el 

estudio cursaban infección transitoria, pero luego se confirmó como infección crónica. 

Para cumplir con el objetivo específico 1 debimos ensayar la capacidad de formación de biofilm 

de los aislados clínicos para lo cual se tomaron al azar 9 aislamientos de los 25 indicados en la 

Tabla1. 

Para la segunda etapa de este estudio, el objetivo específico 2, en la cual se analizó la presencia 

de persistores a lo largo de la infección crónica, se seleccionaron de los pacientes incluidos en la 

Tabla 1, los aislamientos correspondientes a los pacientes P14 y P19 con infección pulmonar 

crónica por B. contaminans: P14 colonizado durante 11 años (2005 a 2016) y P19 colonizado por 

3 años (2013 a 2016). De ambos pacientes se seleccionaron para el estudio de persistores 3 de 

9 aislamientos recuperados a lo largo de la infección crónica que tuvieran el mismo patrón 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 determinación del nivel de persistores. 

Paciente Aislamiento 
PCR-recA 

HaeIII- RFLP 
Marcador 

BCESM 
Fecha  Procedencia 

Tipo de 
infección 

P1 CAMPA 185 K + 27/8/2005 La Plata Transitoria 
P2 CAMPA 188 K + 3/10/2009 La Plata Crónica 
P3 CAMPA 232 K + 7/10/2003 Córdoba Crónica 
P4 CAMPA 234 K + 1/2/2004 La Plata Crónica 
P5 CAMPA 237 K + 2004 La Plata Crónica 
P6 CAMPA 243 K + 2004 La Plata Crónica 

P7 CAMPA 246 K + 2004 La Plata No hay datos 
del paciente 

P8 CAMPA 250 K + 2004 La Plata Crónica 
P9 CAMPA 267 K + 2004 Córdoba Crónica 

P10 CAMPA 272 K + 2004 Córdoba Crónica 
P11 CAMPA 274 K + 9/11/2004 Córdoba Crónica 
P12 CAMPA 276 K + 30/11/2004 Córdoba Crónica 
P13 CAMPA 284 K + 2004 La Plata Transitoria 
P14 CAMPA 315 K + 21/1/2005 Córdoba Crónica 
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 Crónica 

P18 CAMPA 681 K + 13/10/2010 La Plata No hay datos 
del paciente 

P19 CAMPA 
1197 K + 29/7/2013 La Plata Crónica 

- LMG23361 AT - 2000 España Cepa 
ambiental 

P20 CAMPA 285 AT - 7/10/2004 Córdoba Transitoria 
P21 CAMPA 499 AT - 20/6/2008 La Plata Transitoria 
P22 CAMPA 534 AT - 7/5/2009 La Plata Transitoria 

P23 CAMPA 
1187 AT - 23/4/2013 La Plata Transitoria 

*P24 CAMPA 
1672 AT - 1/12/2015 La Plata Transitoria 

*P25 CAMPA 
1773 AT - 20/10/2016 La Plata Transitoria 

*Se establecieron de manera crónica luego de esta experiencia. 

3.2. Antibióticos  

Se utilizaron ciprofloxacina y meropenem (Sigma Chemical Co.), dos antibióticos 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 patógenos 

entéricos, Pseudomonas spp. y bacterias pertenecientes al CBc. Los efectos antibacterianos de 

la ciprofloxacina se deben a la inhibición de la topoisomerasa IV y la DNA-girasa bacteriana. Estas 

topoisomerasas alteran el ADN introduciendo pliegues súper 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 actúan hidrolizando las cadenas del cromosoma bacteriano y luego 

ligándolas una vez que se ha formado la superhélice. Las quinolonas inhiben estas subunidades 

impidiendo la replicación y la transcripción del ADN bacteriano. Las células humanas y de los 

mamíferos contienen una topoisomerasa que actúa 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 antibiótico semisintético de la familia de los carbapenems. Inhibe la 

formación de la pared celular, facilitando la lisis de la bacteria, siendo su efecto bactericida. La 

interferencia del meropenem con la síntesis de la pared celular tiene lugar en la fases tercera y 

última de la misma, al unirse de forma preferencial a determinadas proteínas bacterianas, 

denominadas "proteínas ligandos específicos de las penicilinas" (PBPs, Penicillin-Binding-

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

3.3. Determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM)  

Se determinó la CIM para ciprofloxacina y meropenem mediante el método de microdilución en 

placa de poliestireno de 96 pocillos (Kartell, Italia) siguiendo los lineamientos del Clinical and 

Laboratory Standards Institute (128).  

El antibiótico se preparó, para cada uno, en una solución madre de 1024 μg/mL empleando 

medio de cultivo LB estéril como disolvente. 

A partir del cultivo stock del aislamiento se preparó un cultivo en placa empleando el medio 

Müller-Hinton. Partiendo de colonias aisladas se obtuvieron cultivos líquidos de 12 horas (ON) a 

37 °C en agitación empleando medio LB. Estos cultivos fueron luego cosechados y llevados a 

DO625=0.1 (equivalente a un valor de 0.5 de la escala Mc Farland, y 108 células/mL para los 

cultivos de Burkholderia). A partir de dicha suspensión se realizó una dilución 1:100 que fue 

empleada como inóculo en las placas multipocillo.   

Para llevar a cabo el ensayo, se procedió según lo indicado por el CSLI, como se indica en el 

esquema de la Figura 4. Para la determinación de la CIM se midió 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 determinó como la concentración de antibiótico a partir de la cual no se detecta 

crecimiento. Para esa concentración de antibiótico la DO debe coincidir con la obtenida para el 

control negativo (pocillo 12). 

 
Figura 4. Protocolo de medición de la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM). Los valores del 
antibiótico están ejemplificados para el caso de ciprofloxacina. 

3.4. Evaluación de la capacidad de formación de biofilm  

Para evaluar la capacidad de formación de biofilm de los aislamientos y las características 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 clínicos crecidos en placas de 

agar LB según, se repicaron a medio líquido y se dejaron crecer durante toda la noche. Se ajustó 

la DO para cada cultivo con medio LB o AB según se indique, DO625nm=0,1 y DO625nm=0,05 

respectivamente (Figura 5). Cada uno de los pocillos se inoculó con 200 µL de la suspensión del 

cultivo deseado.  

El medio AB indicado arriba, es un medio mínimo que consta de dos soluciones: la solución A 

contiene 2,0 g (NH4)2SO4, 6,0 g Na2HPO4, 3,0 g KH2PO4, 3,0 g NaCl y 0,011 g Na2SO4 disuelto en 

200 mL de agua. La solución B contiene 0,2 g MgCl2, 0,010 g CaCl2 y 0,0005 g FeCl3.7H2O disueltos 

en 800mL de agua. Las soluciones se mezclaron luego de ser esterilizadas en autoclave por 

separado, vertiendo la solución A en la B. Las soluciones debieron estar frías para no generar 

precipitados (282). 

Las placas inoculadas fueron incubadas de forma estática para favorecer la adhesión 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 µL de medio LB a cada pocillo y las placas se incubaron en agitación 

y ambiente húmedo por 20 horas adicionales. Luego continuamos según el protocolo de O’Toole 

(281).  

Estos ensayos se realizaron con 9 aislamientos clínicos tomados al azar del pool de 25 

aislamientos (Tabla 1), y con la cepa de referencia B. contaminans LMG 23361T, en las placas 

multi-pocillo. En todos los casos se empleó Pseudomonas aeruginosa como control positivo de 

formación de biofilm.  

 

Figura 5. Evaluación de la capacidad de formación de biofilm. La determinación se realizó en 24 pocillos 
para cada aislamiento ensayado. 

3.5. Detección y evaluación de persistores de Burkholderia contaminans. 

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

multipocillo. 

Se analizaron aislamientos recuperados en las primeras etapas de la infección crónica de 

pacientes con FQ y aislamientos obtenidos de pacientes a los cuales se les detectó B. 

contaminans en forma transitoria al momento de realizado el estudio. Sobre estos aislamientos 

se determinó 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 dejó una fila como CONTROL de la 

formación de biofilm sin tratamiento con el respectivo antibiótico. 
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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 líquidos de 12 horas, a una DO625=0,05. Las 

placas multipocillo fueron inoculadas con 200 µL de la suspensión bacteriana y se incubaron en 

cámara húmeda durante 4 horas a 37 °C sin agitación para permitir la adhesión de las células a 

las placas. Se utilizaron 12 pocillos para cada condición y cada antibiótico, 6 para la 

determinación del porcentaje de persistores y 6 para la determinación de la CIM (Figura 7). 

Luego de esta etapa de adhesión, se removieron las células planctónicas, se hizo un lavado con 

PBS y se adicionaron 200 µL 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 agitación moderada (100 

rpm) para propiciar la formación del biofilm. A continuación, 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 removió el sobrenadante con las células planctónicas de cada 

pocillo y se lavó dos veces con PBS. Seguidamente se añadieron a cada pocillo 200 µL de la 

concentración del antibiótico correspondiente y en el caso de los pocillos control se añadió 200 

µL de medio AB, se cubrieron las placas con cinta selladora y se dejaron nuevamente en cámara 

húmeda por 24 horas a 37 °C y en agitación.  

Transcurridas las 24 horas de la acción del antimicrobiano sobre el biofilm, cada placa se 

centrifugó brevemente, se retiró el sobrenadante y se lavó cada pocillo dos veces con PBS. Para 

remover el biofilm, se añadieron 100 µL de PBS a todos los pocillos y se cubrió nuevamente la 

placa con cinta selladora. La placa cerrada se vortexeó durante 5 minutos y se sonicó durante 5 

minutos adicionales en baño de agua para favorecer el despegado del biofilm de la superficie y 

paredes del pocillo. Luego, la placa se centrifugó brevemente, se retiró la cinta y se transfirió el 

sobrenadante, conteniendo las células persistoras a un tubo Falcon estéril.  Seguidamente se 

realizan dos lavados con 100 µL de PBS en cada pocillo. El contenido total de los pocillos de cada 

condición ensayada fue recuperado y se le realizaron diluciones seriadas con PBS para luego 

llevar a cabo recuento en placa (Figura 8). Se determinó el número de Unidades formadoras de 

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

El porcentaje de persistores se calculó tomando el cultivo de los pocillos “CONTROL” como 

referencia (100 % de células) y relacionándolos con los valores obtenidos para 4, 32 y 128 veces 

la CIM de la siguiente forma: 

% 𝑃𝑒𝑟𝑠𝑖𝑠𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠 =
𝑅𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑋 𝐶𝐼𝑀  × 100

𝑅𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑜 𝐶𝑂𝑁𝑇𝑅𝑂𝐿
 

El ensayo fue repetido 3 veces de forma independiente para cada aislamiento. 
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Figura 6. Esquema del procedimiento de obtención del porcentaje de persistores. 

 

 

Figura 7. Determinación del porcentaje de persistores a 4, 32 y 128 veces la CIM. Se ensayaron 12 pocillos 
para cada condición y cada antibiótico, 6 para la determinación del porcentaje de persistores y 6 para la 
determinación de la CIM. 

 

 
Figura 8. Recuperación del contenido total de los pocillos para cada condición ensayada. 
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Figura 9. Diluciones seriadas para el recuento de persistores. 

3.5.2. Determinación de la CIM en persistores 

A fin de confirmar que las células que sobrevivieron al tratamiento eran persistores y no 

microorganismos resistentes al antibiótico, se determinó 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 sección anterior, fue recuperada e inoculada en 2 

mL de medio Müller-Hinton. Los cultivos fueron incubados ON en medio líquido y se procedió a 

determinar la CIM, de forma análoga a la descripta en la sección 3.3. 

3.5.3. Curvas de persistencia 

Se seleccionaron 4 aislamientos, dos representativos de la población 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 realizó el ensayo de persistencia descripto en la sección anterior, pero empleando 

concentraciones crecientes de antimicrobianos, barriendo desde 2 a 128 veces la CIM (2, 4, 8, 

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

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

infección crónica 

Como se indicó en la sección 3.1, se seleccionaron dos pacientes con infección pulmonar 

crónicas P14 y P19 con 11 y 3 años de cronicidad de la infección pulmonar por B. contaminas 

respectivamente. Se analizó el perfil RAPD de cada uno de los aislados recuperados a lo largo de 

la infección crónica (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 determinó el porcentaje de persistores como se 

describió en la sección 3.5.1. y se analizó si el surgimiento de persistores está asociado a la 

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

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

Los elementos repetitivos que se utilizan en las técnicas de tipificación por PCR, se encuentran 

repartidos en todo el genoma bacteriano y pueden estar presentes en ambas orientaciones. En 

el caso de esta sección se llevó a cabo la técnica RAPD (Random amplified polymorphic DNA 

patterns).  

Se realizó el ensayo de fingerprinting sobre 18 aislamientos recuperados longitudinalmente a lo 

largo de la infección crónica de los dos pacientes seleccionados (P14 y P19). El ADN se extrajo 

como se describió en la sección 3.3.1 del Capítulo 1, utilizando los cebadores TGCGCGCGGG y 

AGCGGGCCAA (284). Sobre 3 μL de DNA molde (5-20 ng/μL) se adicionaron 0,4 μL de cada 

cebador (100 mM), 2,5 μL de Buffer PCR 10X (Kapa Byosistem), 1,4 μL de BSA (10 mg/mL), 3,125 

μL de dNTPs (2 mM), 0,15 μL de la enzima Taq polimerasa (Kapa Byosistem 5 U/μL) y 14,375 μL 

de agua destilada, para obtener un volumen final de 20 μL. Las condiciones de reacción fueron 

las siguientes: desnaturalización inicial a 94 °C por un minuto; 30 ciclos de desnaturalización a 

94 °C por 45 segundos; annealing de los cebadores a un gradiente de temperatura entre 52 y 64 

°C por 45 segundos y extensión a 72 °C por 13 segundos. La amplificación se llevó a cabo en un 

termociclador My Cycler Thermal Cycler (BIO-RAD, USA) y los perfiles de fragmentos de 

restricción 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 infección crónica que mantuvieron 

un mismo patrón de bandas se consideraron presuntamente clones. 

3.5.5. Tratamiento estadístico de los datos de persistencia 

Los valores de porcentaje de persistencia fueron analizados estadísticamente usando el 

programa InfoStat versión 2019. Se definieron dos variables, una cualitativa (presencia o 

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

Se analizó la homocedasticidad (test de Levene) y la normalidad de las variables usando dos 

tipos de test distintos según el número de datos para cada variable (Kolmogorov-Smirnov o 

Shapiro-Wilk). La distribución no normal de los datos se analizó utilizando el test de Mann-

Whitney. P-valores < 0,05 se consideran significativos.  
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3.6. Determinación de la presencia y expresión del operón 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 operón BCAM0257-8-9, localizado en la región del BCESM de la isla genómica 

BcenGI11, descripto por el grupo de Coenye en el año 2014 (197). 

A continuación, se compararon las secuencias obtenidas con las secuencias homólogas de la 

cepa epidémica B. cenocepacia J2315 empleando la herramienta de búsqueda de alineamientos 

locales de secuencia nucleotídica (nucleotide basic local alignment tool, BLAST, 

www.ncbi.nlm.nih.gov). 

3.6.1. Diseño de cebadores y amplificación del operón BCAM0257-8-9 

El diseño de los cebadores a utilizar en ensayos de PCR se llevó a cabo utilizando el programa 

Clone Manager, en la cual se ingresó la secuencia que abarcaba los 3 genes del operón 

BCAM0257-8-9. Para el diseño de los cebadores se especificaron los siguientes criterios i) que 

los cebadores tuvieran 20 nucleótidos de longitud, ii) un porcentaje de GC entre 50 % y 60 %, y 

iii) una temperatura de melting: entre 55 °C y 80 °C. Luego se utilizó la herramienta de búsqueda 

de secuencias BLAST para corroborar que dichos cebadores fueran específicos. 

Para la reacción de amplificación del operón se utilizaron los cebadores diseñados bajo las 

mismas condiciones de reacción descriptas para el marcador BCESM (Sección 3.3.8. del Capítulo 

1). El producto de PCR se resolvió por electroforesis en gel de agarosa al 1 % suplementado con 

Bromuro de Etidio (5 mg/mL). 

3.6.2. Secuenciación de los productos de PCR. 

Los productos de PCR del operón BCAM0257-8-9 obtenidos utilizando los cebadores diseñados 

anteriormente se purificaron utilizando el kit de purificación de PCR QUIAquick (Quiagen Inc., CA, EE.UU.). 

La secuenciación se llevó a cabo en Macrogen Inc. (Seúl, Corea) utilizando el kit de reacción listo para 

secuenciar BigDye Terminator Cycle (Applied Biosystems). El ensamblaje de las secuencias se realizó 

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. Obtención de ADNc del operón BCAM0257-8-9 

3.6.3.1. Diseño de cebadores para PCR de transcripción inversa   

Para llevar a cabo el diseño de los cebadores a utilizar en ensayos de PCR de trascripción inversa 

(RT-PCR) se utilizó la plataforma virtual Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/), en la cual se 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://bioinfo.ut.ee/primer3/
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ingresaron las secuencias de los distintos genes y se especificaron diversos criterios para el 

diseño, como por ejemplo que el tamaño del amplicón estuviera dentro del rango de 100-150 

pb, que los cebadores tuvieran entre 15 y 20 nucleótidos de longitud, un porcentaje de GC de 

aproximadamente 50 %. Una vez obtenida una lista de los juegos de cebadores para cada gen, 

se procedió a elegir los más adecuados teniendo en cuenta ciertas consideraciones: que no 

generasen dímeros de cebadores, en particular en el extremo 3’, que no generasen estructuras 

secundarias tipo hairpin (horquilla) y que tuvieran temperaturas de fusión lo más parecidas 

posible. Las secuencias seleccionadas fueron doblemente chequeadas utilizando el software 

NetPrimer. 

3.6.3.2. Purificación de ADN 

Se tomaron 1,5 mL de un cultivo de 12 hs de bacterias y se centrifugó durante 15 minutos a 

13.000 rpm. Luego de haber descartado el medio, se suspendió el pellet en 200 µL de buffer de 

lisis y 66 µL de NaCl 5 M. Luego se centrifugó a 13.000 rpm por 10 minutos, se transfirió el 

sobrenadante a un nuevo microtubo y se le agregó 1 volumen de cloroformo (este paso se 

realizó 2 veces). Se mezcló invirtiendo el microtubo suavemente hasta notar la aparición de una 

solución blancuzca. Se centrifugó nuevamente a 13.000 rpm por 3 minutos y se pasó el 

sobrenadante a un nuevo microtubo. Se agregaron 2 volúmenes de etanol absoluto frío y se 

incubó 15 min a -20 °C. Luego, se centrifugó 5 min a 13.000 rpm, se descartó el sobrenadante y 

se agregó 500 µL de etanol al 70 % para lavar el ADN. Se centrifugó nuevamente 5 minutos a 

13.000 rpm, se descartó el sobrenadante y se dejó secar el pellet. Por último, se suspendió en 

30 µL de agua destilada (Figura 10). 

Se determinó la concentración de ADN extraída utilizando un equipo NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific, USA). 



 
 

Capítulo 2 
 

 

 126 

 
Figura 10. Esquema ilustrativo del protocolo de extracción/purificación de ADN con solvente orgánico. 

3.6.3.3. Control de cebadores por PCR en gradiente de temperatura 

Para optimizar la RT-PCR y controlar que los cebadores fueran específicos para los genes para 

los cuales fueron diseñados se realizó una PCR en gradiente de temperatura. Para esto, sobre 5 

μL de ADN molde (5-20 ng/μL) se adicionaron 2,0 μL de cada cebador (10 pmol/μL), 4,0 μL de 

Buffer PCR 5X (Kapa Byosistem), 0,5 μL de dNTPs MIX (Kapa Byosistem, 10 mM), 0,25 μL de la 

enzima Taq polimerasa (Kapa Byosistem 5 U/μL) y 11,25 μL de agua destilada, para obtener un 

volumen final de 25 μL (285). Las condiciones de reacción fueron las siguientes: 

desnaturalización inicial a 94 °C por un minuto; 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 45 

segundos; annealing de los cebadores a un gradiente de temperatura entre 52 y 64 °C por 45 

segundos y extensión 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. Extracción de ARN de fase estacionaria de cultivos planctónicos 

Los ensayos de RT-PCR se realizaron en fase estacionaria de cultivos planctónicos siguiendo los 

pasos que se pueden observar en la Figura 11. Para este propósito se sembraron colonias 

aisladas en medio AB suplementado con casaminoácidos y se dejaron crecer los cultivos en 

agitación a 37 °C. Luego, los cultivos fueron subcultivados en frascos Erlenmeyer a una DO600 

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 midió la DO600 y se 

tomó un volumen tal de obtener 1 mL de DO600 igual a 1 (límite impuesto por el kit de extracción 

de ARN que luego se utilizó). Este volumen se centrifugó a 13.000 rpm y a 4 °C durante 5 minutos, 
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se descartó el sobrenadante y se suspendió directamente en buffer de lisis para proceder 

directamente la extracción de ARN. Todos estos últimos pasos se realizaron en frío, para 

aumentar la estabilidad del ARN. 

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

3.6.3.5. Preparación 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 

concentración de ARN extraído fue determinada en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) 

(Figura 12). 

 
Figura 12. Esquema de la extracción de ARN con kit comercial Qiagen. 
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3.6.3.6. Preparación de ADN complementario (ADNc) 

El ARN purificado de los cultivos planctónicos fue tratado con la enzima DNasaI (Promega, 

Madison, USA) por 45 minutos a 37 °C para remover el ADN contaminante y luego se sintetizó 

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 remoción de ADN contaminante, así como también de 

la obtención de ADNc se realizaron reacciones de PCR control utilizando cebadores específicos 

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 discusión 

4.1. Determinación de la CIM de aislados clínicos de pacientes con infección crónica y 

transitoria 

Las CIM de los 25 aislados clínicos estudiados para los antibióticos ciprofloxacina y meropenem 

se muestran en la Tabla 2. Trece de ellos fueron los primeros aislados de pacientes que luego 

transitaron una infección crónica de hasta 11 años (y que en algunos casos aún hoy continúan 

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 información. 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 mayoría de las cepas, la CIM fue de 2 µg/mL (62 %) ante ciprofloxacina y de 

16 µg/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 suspensión se realizó nuevamente la CIM a fin de asegurarnos que estábamos en 

presencia de persistores y no de microorganismos resistentes con valores de CIM diferentes a 

las originales.   
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Tabla 2. CIM de aislados clínicos empleando Ciprofloxacina y Meropenem. 

Paciente Aislamiento 
CIM (µg/mL) 

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 metodología de determinación del nivel de persistores. 

Cuando se comenzó a trabajar en la determinación fenotípica del nivel de persistores en biofilm 

observamos que la metodología resultaba muy difícil de estandarizar ya que presentaba 

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

estadísticamente aceptables requirió realizar una gran cantidad de replicados. Los pasos en los 

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

fondo del pocillo (en la interface líquido–sólido, en lugar de aire-líquido) para evitar la pérdida 

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

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

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

i) Medio de cultivo: En las primeras etapas de experimentación, se observó que cuando 

empleábamos 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 dependía del 

aislamiento. Algunos aislados formaban los biofilms en la interfase aire-líquido (flotaban en el 

medio de cultivo) y otros en la interfase sólido-líquido (fondo del pocillo y paredes). La formación 

del biofilm en la interfase aire-líquido constituyó una gran dificultad ya que la biomasa flotante 

se desprendía y era eliminada del pocillo durante los lavados (Figura 13 a y b). 

 

Figura 13. Formación 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 líquido-aire. 

Un estudio llevado a cabo por Ferreira y colaboradores (286) analizó las características de los 

biofilms producidos por diferentes aislamientos de Burkholderia spp. en superficies abióticas, y 

demostró que las características de los biofilms, dependen en gran medida de la composición 

química y características de la matriz exopolimérica (EPS). Teniendo en cuenta este estudio, 

experiencias previas de producción de biofilm con diferentes medios de cultivo realizadas en 

nuestro laboratorio con aislamientos clínicos de B. contaminans (medio YEM, entre otros), y los 

resultados obtenidos de producción de biofilm de P. aeruginosa (282), realizamos diferentes 

ensayos de producción de biofilms en distintos medios de cultivo evaluando las condiciones tales 

de obtener las características del EPS que permitieran formar el biofilm en el fondo del pocillo. 

Finalmente, el medio de cultivo AB mostró ser el apropiado para la obtención del biofilm de B. 

contaminans en la interface sólido-líquido. La Figura 14 a, b y c muestra la formación de biofilm 

de diferentes asilamientos de B. contaminas y P. aeruginosa en medio AB. 
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Figura 14. Formación 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 resultaría más ventajoso para la evaluación 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 empleó el medio 

AB. De modo que la implementación del medio AB a los ensayos de persistores mejoraba la 

reproducibilidad para el caso de algunos aislamientos, se optó por continuar con los ensayos de 

persistores empleando el medio AB. 

iii) Contaminación con contenido de pocillos vecinos: Otro de los inconvenientes que surgieron 

al inicio de nuestros estudios fue la contaminación por microorganismos generalmente 

provenientes de pocillos vecinos, tanto en las etapas de lavado como de incubación de las 

células. Esto se debió principalmente a la evaporación del medio contenido en cada pocillo en 

el período de incubación y posterior condensación de éste, en otros pocillos o en los bordes. El 

problema se agudizaba en las etapas de incubación, vortexeo y sonicación. Estos inconvenientes 

los pudimos solucionar implementado el uso de cintas de sellado (láminas adhesivas precortadas 

que permiten sellar la superficie de las microplacas estándar de 96 pocillos durante los pasos de 

incubación). 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 centrifugó para que las gotas condensadas sobre la 

superficie interna de la cinta volvieran al interior del pocillo. 

-iv) Cuantificación de las células persistoras: Si bien la cuantificación de las células persistoras 

se llevó a cabo por recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas, como se 

describió previamente (Figura 8), cuando comenzamos con este estudio se  evaluó la posibilidad 

de medir la cantidad de células persistoras a través de una medida colorimétrica de viabilidad 

que resultara más sencilla y económica Se ensayó implementar el método de evaluación de 

biomasa viable a través del reactivo  TTC (2,3,5 Trifeniltetrazolio Cloruro) (Sigma Co. Chemicals). 

Este es un compuesto utilizado como colorante metabólico (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 μL de LB y 20 μL de TTC 1 %) en agitación a oscuras en cámara 

húmeda y a las 6 horas se midió la DO490nm 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 calibración realizada previamente UFC vs. DO490nm TTC. Si bien el método 

de evaluación resultaba más sencillo y económico, fue sumamente difícil construir una única 

curva de calibración ya que la asociación entre las UFC y el color generado por el TTC a las 6 hs 

de incubación dependía del estado fisiológico de las células, por lo que se nos hizo imposible 

utilizar esta metodología para evaluar el nivel de persistores. 

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

4.3.1. Determinación del porcentaje de persistores en primeros aislados 

Una vez optimizadas las condiciones experimentales se realizaron las experiencias de 

determinación del porcentaje de persistores siguiendo el esquema indicado en la sección de 

metodología 3.5.1. Sobre los biofilms de 24 horas se realizaron los tratamientos con 

Ciprofloxacina y Meropenem a 4, 32 y 128 veces la CIM por 24 horas y se evaluó la concentración 

bacteriana en cada pocillo como UFC/mL por el método del recuento de microcolonias luego de 

las 24hs de incubación 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 
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sésil) y relacionándolos con los valores obtenidos para 4, 32 y 128 veces la CIM. En este caso, 

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

Recuento control:  1,02E+09-------------------------------------100 % población inicial 

Recuento 4xCIM:  5,70E+07------------------------------------- X= 5,7𝐸+07 ×100

1,02𝐸+09
 

Los datos obtenidos en este ensayo para las 26 cepas utilizando ambos antibióticos 

(Ciprofloxacina y meropenem) a concentraciones de 4xCIM se muestran graficados en la Figura 

15. 

 

Figura 15.  Porcentaje de persistores en una concentración de 4 x CIM para los antibióticos a) 
Ciprofloxacina y b) Meropenem. Las barras de error representan el error estándar de la media (n≥3). 
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El análisis de los porcentajes de persistores permitió 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 incluyó los aislamientos perfil recA-RFLP K (ST 872) 

que presentaban el marcador de cepa epidémica B. cepacia BCESM, mientras que el segundo 

grupo incluyó a los aislados perfil recA-RFLP AT (ST 102 y 482) que no presentaban dicho 

marcador. Esta discriminación se dio sin importar el tipo de infección que estaba 

transcurriendo en las vías aéreas de cada paciente, ya sea crónica o transciente. De todas 

formas, cabe destacar que, como vimos en el Capítulo 1, las infecciones crónicas en estos 

pacientes hasta el año 2016 se dieron principalmente por microorganismos B. contaminans que 

presentaban el perfil recA-RFLP K (ST 872) conteniendo el marcador. Luego, a partir del año 

2016, se comenzaron a recuperar aislados sucesivos de B. contaminans con perfil recA-RFLP AT 

(ST 102 y 482) de pacientes con infección crónica. Esto en principio estaría indicando que de los 

aislamientos que fueron analizados en este ensayo, la gran mayoría de los aislados que 

contienen el marcador BCESM fueron los primeros aislados recuperados de pacientes que luego 

cursaron una infección crónica 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 habían presentado de forma transitoria. Sin embargo, en algunos pacientes (indicados 

con * en la Tabla 1) con el correr del tiempo la infección fue crónica. 

En la Tabla 3 se describen los valores medios obtenidos para cada población, antibiótico y 

concentración de antibiótico 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 antibióticos. 

Porcentaje de persistores 

Antibiótico utilizado 
y concentración 

Ciprofloxacina Meropenem 

Aislamientos 
BCESM + 

Aislamientos 
BCESM - 

Aislamientos 
BCESM + 

Aislamientos 
BCESM - 

4 x CIM 7,80 ± 3,64 % 0,73 ± 1,22 % 5,85 ± 2,41 % 0,98 ± 1,60 % 

32 x CIM 2,66 ± 2,02 % 0,46 ± 0,33 % 1,77 ± 0,97 % 0,08 ± 0,05 % 

128 x CIM 1,5 ± 1,19 % 0,26 ± 0,19 % 1,06 ± 0,9 % 0,12 ± 0,08 % 
 

Considerando los valores de persistores a 4 x CIM (que es el valor de referencia considerado en 

la mayoría de los trabajos reportados en bibliografía (195, 288, 289), se puede afirmar que 

existen diferencias significativas (p < 0,001) entre los valores medios de los porcentajes de 

persistores de la población de microorganismos que presentan el marcador BCESM (7,80 ± 3,64 
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% y 5,85 ± 2,41 %) y de la población 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, aún a bajas concentraciones de antimicrobianos (menor a la CIM) y estos valores 

continúan siendo significativamente bajos, para todas las concentraciones de antimicrobianos 

ensayadas. 

 

 

Figura 16. Porcentaje de persistores desde 2 hasta 128 veces la CIM para a) Ciprofloxacina y b) 
Meropenem. Se tomó un aislamiento al azar correspondiente a cada perfil. 
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Durante años de investigación las células persistentes han sido señaladas como una de las 

responsables de mantener las infecciones crónicas. Estos resultados en conjunto estarían 

demostrando por primera vez que el surgimiento de persistores sería una de las estrategias 

adoptadas por al menos uno de los clones circulantes (ST872, que presenta el marcador de 

transmisibilidad y el operón BCAM0257-8-9) de B. contaminans para una vez colonizadas las 

vías aéreas de los pacientes con FQ, mantenerse como infección crónica. 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 infección se recuperan aislamientos ST 872, estaría indicando que en dichas 

poblaciones existirá un alto porcentaje de células capaces de poder adoptar un estado 

durmiente cuando sean sometidas a condiciones de estrés derivadas de altas concentraciones 

de antibióticos. Por lo contrario, cuando en las primeras infecciones se recupera un aislamiento 

ST 102 o 482 (BCESM-) se podría inferir que solo un pequeño porcentaje de la población sería 

capaz de pasar a un estado de persistencia ante la acción de antimicrobianos al inicio de la 

infección.  

La bibliografía muestra que la mayoría de los pacientes con fibrosis quística poseen las vías 

aéreas colonizadas de manera crónica por P. aeruginosa (77). Los organismos en general 

responsables de estas infecciones muestran evidencia de haber sufrido alguna selección positiva 

a mutaciones que los conducen a la adaptación al ambiente hostil de las vías respiratorias. En 

trabajos previos realizados en el CINDEFI se ha demostrado el mismo fenómeno para 

aislamientos de B. contaminans recuperados de infecciones crónicas (160). Las mutaciones 

tanto en P. aeruginosa como en B. contaminans conducen a cepas resistentes o variantes 

hipermutadas que llevan a la adaptación 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 aquí que los 

antimicrobianos de mayor uso en la clínica 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 población bacteriana,  pero son incapaces de 

erradicar casi del  5 al 8% de la población persistora que existe en los organismos que inician la 

infección 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 erradicación para que estos organismos no se instalen en una 

infección crónica.  

Estos resultados nos llevaron a realizar una investigación conjunta con los médicos y bioquímicos 

del Servicio de Fibrosis Quística del Hospital de Niños de La Plata en la búsqueda de tratamientos 

alternativos a ciprofloxacina, que no llevaran al surgimiento de persistores.  Durante el año 2018 

se realizaron estudios preliminares no incluidos en este trabajo de Tesis doctoral, donde se 

ensayó 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 resolvió 

iniciar una nueva estrategia de tratamiento para pacientes con primeras infecciones con 

aislamientos B. contaminans ST 102.  Se estableció un protocolo de nebulización con ceftazidima 

inhalada (500 mg) una vez al día acompañada de broncodilatadores y kinesioterapia en 3 

pacientes. Este tratamiento pareció resultar exitoso para los 3 pacientes, ya que ninguno ha 

presentado infección por más de un año. 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. Evaluación del surgimiento de persistores a lo largo de la infección crónica 

En esta sección del trabajo nos propusimos analizar si a lo largo de desarrollo de la infección 

crónica 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 años 

de cronicidad respectivamente y se analizaron 3 aislados recuperados de cada uno de ellos con 

el mismo perfil RAPD. 

En un análisis preliminar se evidenció para ambos pacientes que el porcentaje de persistores 

aumentó significativamente a una concentración de 4xCIM entre el primer y el segundo aislado, 

casi un 2 % con ciprofloxacina, y hasta un 4 % con meropenem. En relación al tercer aislado en 

ambos casos presentó un porcentaje muy bajo (un promedio de 0,175 %) para ambos 

antibióticos. Esta disminución del porcentaje de persistores en los aislados en principio más 

“adaptados” podría deberse a que las bacterias de esta especie podrían haber desarrollado otros 

mecanismos alternativos más eficientes de adaptación que utilizan para persistir en las vías 

aéreas, que podría afectar el surgimiento de los persistores. También podría ocurrir que hubiera 

alguna mutación adaptativa sobre los genes dentro del operón 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 deberíamos asegurarnos que se trata del 

mismo clon a través de la secuenciación de los genomas.  

Sin embargo, en nuestra experiencia de trabajo con estos organismos, hemos observado que los 

aislamientos recuperados de infecciones crónicas (como se indicó en la sección 3. 6 de la 

introducción general) presentan un fenotipo de colonias pequeñas, con una marcada 

disminución en la velocidad de crecimiento. En este sentido, en el caso del último aislado 

recuperado del paciente P19 presentó este y otros cambios fenotípicos. Llamativamente, este 

aislamiento no había podido ser identificado en el hospital mediante sistemas de identificación 

automática como VITEK por sus características fenotípicas diferenciales.  

Como se dijo previamente la metodología de determinación de persistores es sumamente 

fastidiosa y más aún cuando los organismos presentan baja velocidad de crecimiento o baja 

capacidad de formación de biofilm. Por eso creemos que el valor del nivel de persistores 

observado para los últimos 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 línea y solamente emplearla para la evaluación del nivel de persistencia en 

primeros aislados o infecciones tempranas, donde tendría un impacto importante para el futuro 

tratamiento clínico.  

4.4. Identificación y expresión de los genes BCAM0257-8-9 en B. contaminans 

Como se indicó en el Capítulo 1, se encontró 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 región homóloga a la isla de patogenicidad de B. cenocepacia J2315, 

BcenGI11. En dicha región, a su vez, se encuentra presente la secuencia del marcador de 

transmisibilidad BCESM y los genes homólogos al operón BCAM0257-8-9, identificado como un 

posible módulo T/A en B. cenocepacia. 

Esta región ha sido estudiada por el grupo del Dr. Tom Coenye, quienes demostraron que en B. 

cenocepacia podría contribuir al QS y también podría estar involucrada en la persistencia, la 

formación de biofilms y la virulencia. Las secuencias homólogas a los genes BCAM0257-8-9 

encontradas en la cepa B. contaminans FFH2055 mostraron un porcentaje de identidad del 93 

%, 97 % y 96 % con las secuencias de B. cenocepacia J2315, respectivamente (cobertura 100 %).  
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Las secuencias obtenidas nos permitieron analizar la presencia de los genes del operón 

BCAM0257-8-9 en los aislados B. contaminans analizados en esta sección. 

4.4.1. Diseño de cebadores y amplificación del operón BCAM0257-8-9 

Con las secuencias homólogas a los genes que componen el operón BCAM0257-8-9 se diseñaron 

los cebadores que observamos en la Tabla 4 para amplificar las secuencias que abarcan los tres 

genes, con la herramienta de diseño de cebadores del programa Clone Manager. Se comprobó 

que los cebadores cumplieran con los criterios que se especificaron en la sección de materiales 

y métodos. Asimismo, a través del programa BLAST se confirmó que dichos cebadores fueran 

también específicos a la secuencia de los genes del operón. 

Tabla 4. Cebadores diseñados para amplificar la región del operón BCAM0257-8-9 y para RT-PCR. 

Gen Cebador FW Cebador RV 
Tamaño 

producto (pb) 

  
Cebadores usados para PCR   

BCAM0257-8-9 AAGCAGAGCGTCGATCTTGG TCGCCATTACTCCAAATCCC 1107 

  
Cebadores diseñados para RT-PCR   

BCAM0257 AGCACACCCACTGCGCACTTT GTCGCGAGGCCTACTTGGGT 92 

BCAM0258 GGTTGCGTACCGACCTCACC AGCGCTGGCGGAAAATTCGTC 71 

BCAM0259 TCGATCTTTCCCAAGCGTCT TTGCCGGTCTCGTATTGATT 128 

BCAM2784 CGCCGTTCTCGTGTATGT GTGTCGCCGAGGCAGAAAT 90 

 

Estos cebadores diseñados para amplificar la secuencia homóloga al operón BCAM0257-8-9 en 

B. contaminans, se ensayaron sobre todos los aislamientos utilizados en esta sección. Como 

podemos observar en la Figura 17, a modo de ejemplo, la amplificación de la secuencia 

homóloga del operón fue positiva en todos los aislamientos BCESM positivos y fue negativa en 

todos aislamientos BCESM negativos ensayados en la sección anterior. De acuerdo con nuestra 

hipótesis este operón podría 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 operón será muy difícil de ser erradicado ya que funcionaría como un módulo T/A 

favoreciendo el surgimiento de persistores y por lo tanto impidiendo la erradicación de la 

infección. 
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Figura 17. Amplificación del operón BCAM0257-8-9 (calles 1-7) y del marcador BCESM (calles 8-14). Calles 
1 y 8: B. cenocepacia J2315 (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 5 y 12: CAMPA 
234 (perfil K); calles 6 y 13: CAMPA 276 (perfil K); calles 7 y 14: blanco de reacción. 

4.4.2. Obtención de ADNc 

En primer lugar, se diseñaron los cebadores para amplificar cada uno de los genes que forman 

parte del operón BCAM0257-8-9 y un gen housekeeping que sería empleado como control 

endógeno de la RT-PCR (Tabla 4). El diseño de los cebadores tuvo en cuenta las condiciones 

indicadas en materiales y métodos, entre ellas: 

- que los amplicones de cada gen no tuvieran más de 150 pb, 

- que el contenido GC estuviera entre 30-80 %, 

- se evitaron la obtención de secuencias con 4 o más Gs contínuas, 

- que en los últimos 5 nucleótidos del extremo 3’ no hubiera más de 2 Gs y/o Cs, para 

evitar la complementariedad interna y la formación de dímeros, 

- que las temperaturas de melting fueran cercanas para optimizar las condiciones de 

amplificación.  

En la Tabla 5 se muestran las características de los cebadores diseñados y en la Figura 18 se 

muestra el resultado del BLAST realizado para el juego de cebadores correspondiente al gen 

BCAM0259, donde se observa que este diseño permite la amplificación de una sola banda. Este 
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mismo procedimiento se aplicó para los otros 3 pares de cebadores arrojando el mismo 

resultado. 

Tabla 5. Características de los cebadores diseñados para realizar la RT-PCR. 

Cebador Tm (°C) % GC 
Tamaño del 

amplicón (pb) 

BCAM0257 (FW) 59.9 55,6 
92 

BCAM0257 (RV) 62.3 57,9 

BCAM0258 (FW) 64.5 57,1 
71 

BCAM0258 (RV) 66.6 65 

BCAM0259 (FW) 66.6 65 
128 

BCAM0259 (RV) 64.5 57,1 

 BCAM2784 (FW) 60.4 50 
90 

BCAM2784 (RV) 58.4 45 
 

 

Figura 18. Verificación del juego de cebadores diseñados para el gen BCAM0259. 

Una vez obtenidos los cebadores que cumplían con las características mencionadas, el siguiente 

paso fue corroborar los cebadores mediante PCR en gradiente de temperatura, con el objetivo 

de verificar la amplificación de una banda única, y de determinar la temperatura de hibridación 

óptima de cada par de cebadores para trabajar con todos a la vez en reacciones de RT-PCR. Este 

ensayo de PCR se realizó para los 3 genes del operón y para el gen housekeeping utilizando el 

aislamiento CAMPA 243, siendo la temperatura más apropiada de hibridación 58 °C. 

En el trayecto de estos ensayos, se decidió cambiar el modo de extracción de ADN, utilizando 

una extracción con solvente orgánico, que permitiese obtener ADN más purificado, para evitar 
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la presencia de una doble banda. Esta extracción se le realizó sobre las cepas B. cenocepacia 

J2315, y los aislamientos CAMPA 243 y CAMPA 276. Una vez obtenido el ADN purificado se llevó 

a cabo una PCR, utilizando los cuatro juegos de cebadores y a 58 °C como temperatura de 

hibridación. La Figura 19 muestra que esta técnica permitió obtener un único producto de 

amplificación para los cuatro juegos de cebadores. 

 

Figura 19. Amplificación de los genes del operón y el housekeeping para dos cepas de aislados clínicos 
(CAMPA 243 y CAMPA 276) y la cepa B. cenocepacia J2315 como control positivo. Calles 1, 2 y 3: 
amplificación del gen BCAM0257 para las cepas CAMPA 243, CAMPA 276 y B. cenocepacia J2315 
respectivamente (este orden se mantiene); calles 5, 6 y 7: amplificación del gen BCAM0258 para las tres 
cepas; calles 9, 10 y 11: amplificación del gen BCAM0259 para las tres cepas; calles 13, 14 y 15: 
amplificación del gen BCAM2784 para las tres cepas; calles 4, 8, 12 y 16: blancos de reacción. PM: 
marcador de peso molecular. 

Una vez determinadas las condiciones óptimas de reacción que se utilizarían para las reacciones 

de RT-PCR, se prosiguió a la extracción de ARN y su consecuente síntesis de ADNc. En un 

principio, se realizó la extracción de ARN de cultivos líquidos (células planctónicas) en medio AB 

con casaminoácidos. Se realizó 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 esperaría la  expresión de los módulos toxina-antitoxina. A través de la 

realizaron de las curvas de crecimiento se determinó que el tiempo de cosecha para fase 

estacionaria sería 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 realizó la extracción 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 tamaño corresponde a ARN 5S o ARN de 

transferencia.  



 
 

Capítulo 2 
 

 

 144 

 

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

Cada alícuota fue tratada con DNasaI con el fin de obtener ARN libre de ADN, y se prosiguió con 

la reacción de síntesis de ADNc.  

Luego se corroboró que el ARN utilizado estuviera libre de ADN y se corroboró la síntesis del 

ADNc. En todos los casos, la reacción se realizó con los cebadores de los genes del operón 

BCAM0257-8-9 y el gen housekeeping (Figura 21). 

 

Figura 21. Productos de la RT-PCR (y corroboración del tratamiento con DNasaI) para el aislamiento 
CAMPA 276. Calles 1, 5, 9 y 13: control de la DNasaI para los genes BCAM0257, BCAM0258, BCAM0259 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 reacción. PM: marcador de peso 
molecular. 

En el ensayo del ADNc se obtuvieron los productos deseados del tamaño esperado, por lo que 

podemos inferir que los 4 genes en estudio se estarían expresando en la fase estacionaria del 

cultivo líquido dado que su mensajero está presente en el ARN extraído. 

Si bien quedaría por realizar estas mismas pruebas en cultivos en biofilm para comprobar la 

expresión del operón T/A homólogo al BCAM0257-8-9 de B. cenocepacia, bajo la presión del 

tratamiento con antimicrobianos, estos resultados nos permiten confirmar que los aislados de 

B. contaminans presentan esta región genómica y que ésta se expresa en fase estacionaria de 

cultivos planctónicos. 
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5. Conclusiones 

A pesar de que los estudios de persistores tienen más de 60 años de historia, es aún un tema de 

investigación 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 más 

evidencias que sostienen la importancia de los persistores en la sobrevida de las comunidades 

bacterianas a lo largo de las infecciones crónicas. 

El trabajo que se llevó a cabo descripto en esta sección permitió avanzar en el conocimiento de 

uno los posibles mecanismos desplegados por B. contaminans, para persistir en tracto 

respiratorio de pacientes con fibrosis quística: el surgimiento de subpoblaciones de persistores. 

Se demostró por primera vez que los aislamientos perfil recA-RFLP K (ST 872) de B. contaminans 

presentan una región genómica cercana al marcador BCESM homóloga a la encontrada en B. 

cenocepacia que podría 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 

demostró que los aislamientos de B. contaminans que muestran el perfil recA-RFLP K (ST 872), 

generalmente recuperadas de pacientes con infección crónica, presentan junto al marcador de 

transmisibilidad BCESM, las secuencias homólogas al operón BCAM0257-8-9 descripto para B. 

cenocepacia J2315. Dicho operón se encuentra en la isla de patogenicidad BcenGI11 presente 

en las cepas del linaje B. cenocepacia ET-12 donde estudios recientes muestran que está 

asociado a la persistencia, así como a la expresión de señales de quorum sensing, a la formación 

de biofilm y virulencia. Las secuencias homólogas al operón BCAM0257-8-9 en B. contaminans 

mostraron un alto porcentaje de identidad (95 % en promedio) con las secuencias 

correspondientes a la cepa B. cenocepacia J2315, por lo cual se les podría asignar una función 

asociada a la de un módulo toxina/antitoxina en B. contaminans, posible mecanismo que 

interviene en la formación de persistores. 

Esta podría representar una de las estrategias que explicaría la gran dificultad que existe para 

erradicar las infecciones de B. contaminans ST 872, que tal como vimos en el capítulo 1 han 

permanecido colonizando pacientes por más de 10 años. Los persistores tolerantes a 

antibióticos que surgen durante el tratamiento con antimicrobianos y su probable permanencia 

y protección en un biofilm podrían constituir un importante reservorio de patógenos 

sobrevivientes. De acuerdo a los resultados mostrados en el capítulo anterior no se han 

registrado nuevas infecciones por los aislados BCESM positivos (ST 872) en los últimos 3 años en 
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la región, sin embargo, los pacientes continúan colonizados por más de 10 años con infecciones 

recalcitrantes difíciles de erradicar. 

Para las infecciones crónicas producidas por diferentes organismos como P. aeruginosa o E. coli 

se ha descripto que a medida que avanza la cronicidad de la infección van surgiendo diferentes 

mecanismos que llevan a un aumento en el nivel de persistores. Los resultados preliminares de 

este capítulo no han sido totalmente concluyentes al respecto y por ende se debe seguir 

profundizando en el estudio de las infecciones crónicas por B. contaminans, abordando otro tipo 

de estrategias, tanto genómicas como las asociadas a variaciones fenotípicas.  

Establecer una causalidad entre la presencia de persistores y las fallas en las terapias 

antimicrobianas no es trivial. Es esencial conocer más sobre el surgimiento de las 

subpoblaciones de persistores para poder desarrollar nuevos enfoques en dichos tratamientos 

y poder erradicar infecciones crónicas o potencialmente crónicas. La presencia del operón 

BCAM0257-8-9, cerca de la región BCESM, podría ser responsable de la aparición 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 infección crónica por B. contaminans. Por lo 

tanto, la detección de este operón en los primeros aislamientos de pacientes podría usarse como 

un indicador del tratamiento a implementar. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Capítulo 3 
 

 

 147 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Capítulo 3: Caracterización genómica de 

Burkholderia contaminans 
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1. Introducción 

En los últimos años, B. contaminans, especie definida en 2009, ha sido ampliamente identificada 

como un patógeno 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 más frecuente aislada en pacientes con FQ de Portugal, España 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 

infección pulmonar crónica muy difícil de erradicar debido a la resistencia intrínseca a varios 

antibióticos. Además, en algunos de los casos, la infección puede ser invasiva y desencadenar 

una bacteriemia fatal.  

Debido a que B. contaminans se definió hace poco tiempo, hay pocos estudios disponibles sobre 

esta especie, y se sabe poco sobre sus factores de virulencia, susceptibilidad a los antibióticos, 

pronóstico de pacientes infectados y otros temas de relevancia clínica. Recientemente, se ha 

secuenciado el genoma completo de varias cepas de B. contaminans y estas secuencias están 

disponibles en la base de datos GenBank. 

Las cepas de origen ambiental de B. contaminans secuenciadas y más estudiadas son MS14 y 

LTEB, las cuales fueron utilizadas en este capítulo, y que, a pesar de su gran potencial 

biotecnológico, su uso está prohibido debido a la dificultad de diferenciar taxonómicamente 

estas cepas beneficiosas de las cepas que son patógenos oportunistas asociados con la fibrosis 

quística (ver Introducción general, sección 2). La cepa B. contaminans MS14 mostró un amplio 

rango de actividades antifúngicas ante patógenos fúngicos de plantas y humanos, debido a la 

producción de un glucopéptido llamado occidiofungina (293). También presenta genes 

identificados para los antibióticos pirrolnitrina, ornibactina y AFC-BC11 (294). Estos compuestos 

han demostrado tener un gran potencial para aplicaciones farmacéuticas y agrícolas, sumado a 

que la cepa MS14 tiene un bajo potencial virulento. Con respecto al genoma de la cepa de B. 

contaminans LTEB, se describió en 2019 que tiene genes involucrados en producción de lipasas 

y esterasas, que se deberían caracterizar para evaluar su potencial biotecnológico, así como 

genes relacionados con el potencial de esta bacteria para producir polihidroxialcanoatos, 

ramnolípidos (biosurfactantes de particular interés para fabricantes de cosméticos, productos 

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

A partir del estudio de asilamientos de origen clínico se determinó 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 clínico de las infecciones es problemático (211). Los principales 

mecanismos de resistencia a los antibióticos descriptos en CBc incluyen la estructura única del 

lipopolisacárido (LPS) en la membrana externa, la presencia de bombas de eflujo, la degradación 

de los antibióticos por medio de enzimas como las β-lactamasas y la capacidad de formar 

biofilms. Además de esto, las bacterias del CBc muestran la posibilidad de adquirir aún más 

determinantes de resistencia a los antibióticos a través de la transferencia horizontal de genes 

(115). 

Este último hecho es especialmente importante debido al creciente problema de las resistencias 

a antibióticos que se están extendiendo a gran velocidad en el mundo microbiano. Esta 

problemática es especialmente preocupante en el caso de B. contaminans, debido al reducido 

espectro de antimicrobianos que se dispone contra este microorganismo. 

1.1. Secuenciamiento genómico en bacterias  

Una comprensión molecular y mecanicista de cómo evolucionan los patógenos bacterianos 

durante la infección de sus huéspedes humanos es importante para incrementar nuestra 

capacidad de combatir infecciones. La aparición de las técnicas de secuenciación de alto 

rendimiento ahora ofrece una resolución de nucleótidos sin precedentes para determinar la 

relación entre los aislamientos bacterianos infecciosos y para revelar la adaptación genética 

dentro de los individuos infectados y en respuesta a la terapia con antibióticos. Desentrañar el 

contenido genético de los patógenos ayuda a identificar los genes que hacen que ciertos linajes 

bacterianos sean más patógenos 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 información sobre la evolución genómica de los 

patógenos bacterianos primarios, se sabe muy poco cómo estas observaciones se relacionan con 

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

Para esto, el proceso de obtención de un genoma se conoce como ensamblaje, el cual parte de 

las lecturas generadas a través de las plataformas de secuenciación. Dichas lecturas son 

procesadas por programas especializados, conocidos como ensambladores, cuya finalidad es 

combinar la información contenida en las mismas para obtener secuencias de mayor longitud, 

conocidas en inglés como contigs.   
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1.2. Análisis del pangenoma  

El secuenciamiento masivo de genomas y la genómica 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 transformación, transducción y conjugación (297). Debido a 

ello, la diversidad genómica de una bacteria es a menudo caracterizada por una larga variación 

en su repertorio génico (298, 299). La extensión de la genómica comparativa a un número mayor 

de secuencias genómicas abre la posibilidad de realizar profundos análisis sobre la diversidad 

genómica de una bacteria que permita inferir su repertorio genético total, genoma mínimo, 

estilo de vida, evolución y adaptación a nicho específico.  

En este sentido, a partir de la las secuencias, se procede al estudio de la comparación de los 

genomas que permite la identificación de los genes homólogos, es decir genes que tienen 

orígenes comunes, pero pueden o no tener actividad común. En genética, el término 

"homólogo" se usa tanto para referirse a una proteína homóloga como al gen (secuencia de 

ADN) que la codifica. Al igual que con las estructuras anatómicas, la homología entre proteínas 

o secuencias de ADN se define en términos de ascendencia compartida. Los ortólogos son genes 

o proteínas que están presentes en distintas cepas y son derivadas de un ancestro común debido 

a un evento de especiación; y los genes parálogos son aquellos que proceden de fenómenos de 

duplicación génica, en los cuales, la nueva copia puede evolucionar de forma independiente 

hasta el punto de poder aportar una nueva función a la célula, siendo este fenómeno uno de los 

principales motores impulsores de la evolución microbiana. 

En este contexto, el enfoque denominado pangenoma se ha desarrollado para estudiar 

comparativamente múltiples genomas estableciendo nuevos conceptos y herramientas de 

análisis relacionados con la naturaleza y diversidad genómica de procariotas. El término 

pangenoma fue acuñado hace poco más 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 proteínas compartidas por todos los genomas considerados en un estudio y el genoma 

accesorio o variable compuesto de genes presentes en dos o más genomas o incluso genes 

únicos exclusivos de un genoma. En general, los genes del genoma core son responsables de los 

procesos celulares básicos y las principales características 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 están asociados con el mantenimiento de 

los aspectos básicos de la biología de un organismo principalmente relacionados a metabolismo 

energético, replicación, traducción y mantenimiento de la homeostasis celular. Debido a ello el 

genoma core sufre significante presión selectiva en relación a su función, el cual inhibe la 

ocurrencia de cambios drásticos (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 dinámica 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 anotación 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 básicas, pero pueden conferir 

ventajas selectivas que incluyen la adaptación a determinados nichos, la resistencia a los 

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

1.2.3. Pangenoma abierto y cerrado  

Una propiedad intrínseca 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 pequeñas y que no cambia cuando nuevos genomas son adicionados 

(304) (Figura 1). La definición 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 está relacionada al estilo de vida de la especie bacteriana (305). 
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Figura 1. Perfil del Pangenoma. Un pangenoma puede ser abierto o cerrado. A) El pangenoma abierto 
posee un contenido de genes accesorio más abundante que en un pangenoma cerrado. B) El pangenoma 
abierto se expande indefinidamente según el número de secuencias analizadas, en tanto uno cerrado 
alcanza un estado casi asintótico en donde el incremento de secuencias no aumenta el número total de 
genes (Imágenes tomadas de McInerney y col., 2017)  

1.3. Diversidad genómica y adaptación  

Las diferencias en el contenido genético debido a la dinámica de ganancia y pérdida de material 

genético hacen que las cepas bacterianas relacionadas a un nicho específico posean grupos de 

genes exclusivamente presentes o ausentes en ellos; es decir, estos genes pueden ser la 

respuesta parcial de la adaptación local de diversos patógenos bacterianos a particulares 

hospederos o a la especialización 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 

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

Partiendo de los estudios de pangenómica es posible determinar grupos de proteínas 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 

ecológico, como sería el tracto respiratorio del paciente en este caso. Esto es especialmente 

importante cuando se trata de proteínas hipotéticas. En este sentido, las bases de datos de 

agrupaciones de genes ortólogos o COG (del inglés Clusters of Orthologous Genes) son de gran 

utilidad ya todas aquellas proteínas que agrupan juntas presumiblemente desempeñan la misma 

función (309), permitiendo realizar una clasificación funcional de un conjunto de proteínas 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 ecológicas que se derivan de la presencia de ese 

conjunto de elementos exclusivos en concreto, es decir, cómo se han visto obligadas a 

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

Las infecciones crónicas 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 intervención 

clínica (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 transición de B. contaminans de su entorno a un huésped humano, entender la 

adaptación genética de estas bacterias en las vías respiratorias y avanzar en el conocimiento de 

la evolución de la especie durante la infección pulmonar crónica. Dada la falta de información 

genómica disponible, para alcanzar estos objetivos debemos primero realizar un exhaustivo 

estudio genómico 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 infección crónica, y de muestras ambientales. 

2. Determinar el pangenoma y describir el tamaño y el contenido del genoma core de B. 

contaminans, así como las funciones de los genes que componen cada categoría. 

3. Comparar la presencia y ausencia de genes homólogos entre los aislados recuperados 

de diferentes fuentes, región 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 realizó en cooperación con el Profesor Dr. Siegfried Scherer, de la 

Cátedra de Ecología Microbiana de la Universidad Técnica de Múnich (TUM), y con el Dr. Antonio 

Lagares del IBBM, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. 

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

 

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 pediátricos de FQ 

en la ciudad de La Plata, el Hospital de Niños de La Plata "Sor María Ludovica" (HNLP) y el 

Hospital de Niños de Córdoba "Santísima Trinidad" (HST), entre 2004 y 2016. Entre los 13 

pacientes, 11 transitaron o transitan actualmente una infección crónica por este tipo de 

patógeno (habiendo tenido al menos 3 cultivos positivos de B. contaminans documentados en 

un período de 6 meses (245), y los otros 2 eran niños pequeños (un bebé de 10 meses y un niño 

de 2 años), de los cuales B. contaminans se había aislado por primera vez (Tabla 1). Además, se 

incluyeron 5 aislamientos clínicos de países de Europa, Suecia, Italia y República 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 (Colección alemana de 

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

Para el posterior análisis 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). 



 
 

Capítulo 3 
 

 
 156 

Tabla 1. Aislamientos de Burkholderia contaminans tanto de origen clínico como ambiental utilizados en la secuenciación del 
genoma completo. Se incluye la fecha, el origen y el país de aislamiento, así como el tipo de secuencia (ST) para cada uno. 

Nombre Origen País Hospital 
Fecha de 

aislamiento 
ST 

Código de las 
cepas por 
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 Esputo FQ Argentina HST oct-12 872 P10-5 
CAMPA 315 Esputo FQ Argentina HST ene-05 872 P11-1 
CAMPA 423 Esputo FQ Argentina HST may-06 872 P11-2 
CAMPA 424 Esputo FQ Argentina HST jun-06 872 P11-3 
CAMPA 426 Esputo FQ Argentina HST jul-06 872 P11-4 
CAMPA 432 Esputo FQ Argentina HST sep-06 872 P11-5 

CAMPA 1818 Esputo FQ Argentina HST oct-08 872 P11-6 
CAMPA 1819 Esputo FQ Argentina HST dic-08 872 P11-7 
CAMPA 563 Esputo FQ Argentina HST ago-09 872 P11-8 
CAMPA 852 Esputo FQ Argentina HST ago-11 872 P11-9 

CAMPA 1812 Esputo FQ Argentina HST may-14 872 P11-10 
CAMPA 1821 Esputo FQ Argentina HST jul-14 872 P11-11 
CAMPA 1822 Esputo FQ Argentina HST sep-14 872 P11-12 
CAMPA 1773 Esputo FQ Argentina HNLP oct-16 102 P12 
CAMPA 1809 Esputo FQ Argentina HNLP nov-16 482 P13 

LMG16227 Tracto respiratorio FQ Suecia - 1995 STI-3   
LMG23253 Esputo FQ Italia - 1997 102   
LMG23255 Esputo FQ Rep. Checa - 2005 102   
CCUG54369 Esputo FQ Suecia - feb-07 STI-3   
CCUG59607 Esputo FQ Suecia - mar-10 STI-3   
CAMPA 320 Agua de Hemodiálisis Argentina HST 2005 482   
CAMPA 472 Agua de Hemodiálisis Argentina HST oct.07 482   

5242 Industria Farmacéutica Alemania - 2008 102   
6568 Industria Farmacéutica Alemania - 2009 482   
6664 Industria Farmacéutica Alemania - 2009 102   
6666 Industria Farmacéutica Alemania - 2009 102   
6808 Industria Farmacéutica Alemania - 2009 102   
6810 Industria Farmacéutica Alemania - 2009 102   
6812 Industria Farmacéutica Alemania - 2009 102   

CCUG58711 Equipamiento Industria Suecia - sep-09 482   
CCUG59019 Equipamiento Industria Suecia - dic-09 102   
CCUG59223 Agua de Industria Suecia - ene-10 102   

Tabla 2. Aislamientos cuyas secuencias están depositadas en el GenBank y fueron descargadas para utilizarlas en los análisis 
comparativos de los genomas de Burkholderia contaminans. Se incluye la fecha, el origen, país de aislamiento y el número de 
acceso, así como el tipo de secuencia (ST) para cada uno. 

CEPA PAÍS ORIGEN  
Número de acceso 

GenBank 
Fecha de 

aislamiento 
ST 

LMG23361T España 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-D0 EE.UU. Suelo GCA_003704285.1 2012 STI-5 
CH-1 Japón Medio nutritivo contaminado GCA_004723625.1 - 102 
ZCC China Suelo GCA_007724625.1 ago-17 102 

SK875 Corea del 
Sur 

Tracto respiratorio de un cerdo con 
enfermedad respiratoria porcina  GCA_009191525.1 sep-08 102 
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3.2. Secuenciación y ensamblaje de genomas 

La secuenciación de las muestras de ADN genómico se llevó a cabo en el instituto ZIEL de la 

Universidad técnica de Múnich, en Alemania, con dos plataformas de secuenciación Illumina 

distintas. 

Illumina es un método de secuenciación de nueva generación basado en un tipo de amplificación 

conocida como PCR de puente. Esta tecnología está basada en secuenciación por síntesis 

(sequencing by synthesis, SBS) con nucleótidos marcados con florocromos y terminadores 

reversibles, permitiendo así una secuenciación masiva y paralela en millones de fragmentos de 

ADN (311).  

Como se observa en la Figura 2, la secuenciación de Illumina consta de las siguientes etapas:  

1. Preparación del ADN genómico: 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.  

2. Generación del clúster: se desnaturaliza el ADN y este se une a la celda formando 

puentes mediante la hibridación 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 específicas de 

nucleótidos etiquetados con fluorocromos (312).  

3. Amplificación: cada fragmento es amplificado y la amplificación en fase sólida crea hasta 

1.000 copias idénticas de cada molde de moléculas. La amplificación se realiza por PCR 

de puente, es decir que la enzima incorpora nucleótidos para construir puentes de 

cadena doble hebra en la superficie sólida (312).  

4. Secuenciación por síntesis (SBS): se secuencian cadenas molde de DNA por ciclos 

repetidos en los que se va añadiendo cada base de forma individual. La tecnología SBS 

de Illumina utiliza cuatro terminadores reversibles, cada uno marcado con un fluoróforo 

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 

nucleótidos y bloquean la polimerización, por lo que la enzima polimerasa solo puede 

añadir una base a cada cadena de DNA que se está sintetizando. Al añadirse los 

nucleótidos simultáneamente y no secuencialmente, se produce una competencia 

natural por lo que se minimizan los errores de incorporación. Como las bases 

individuales se añaden a todos los moldes de una manera uniforme, el proceso de 

secuenciación produce unas secuencias de DNA de longitud uniforme. El resultado es 
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una secuenciación base a base muy precisa que elimina virtualmente los errores 

específicos de la secuencia, permitiendo asignaciones de bases fuertes entre el genoma, 

incluyendo regiones de secuencias repetidas y homopolímeros. De esta forma, se 

consiguen secuenciar los millones de clústeres de la superficie de la celda al mismo 

tiempo. Después de cada ciclo de incorporación, se eliminan los terminadores y se 

determina la identidad de la base insertada por la excitación inducida por láser de los 

fluoróforos y la consiguiente formación de imágenes que se registran. La asignación de 

bases está hecha directamente de las medidas de intensidad de señal durante cada ciclo, 

lo cual reduce las tasas de error comparado con otras tecnologías (312). 

5. Desnaturalización: se generan moldes de cadena sencilla.  

 
Figura 2. Pasos de la secuenciación por síntesis de Illumina. 

3.2.1. Extracción 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 extracción del ADN 

genómico (Figura 3). 
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Figura 3. Protocolo de extracción de ADN genómico para bacterias gram negativas utilizando el QIAamp 
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). 

La extracción del ADN genómico se llevó a cabo utilizando el QIAamp 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 continuación: 

1. Remover las colonias (1 -2 anzas) de la placa de cultivo con el anza y resuspender en 180 

μL de Buffer ATL (suministrado en el QIAamp DNA Mini Kit) con agitación vigorosa. 

Incubar la muestra a 95 °C durante 5 min. 

2. Agregar 20 μL de proteinasa K, homogeneizar con la ayuda de un vórtex e incubar a 56 

°C durante 4 hs. Vortexear ocasionalmente durante la incubación 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 μL de RNasa A (10 mg/mL), mezclar con vórtex 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 μL de Buffer 

AL a la muestra. Mezclar de nuevo mediante vórtex 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 solución 

homogénea. Un precipitado blanco puede formarse al agregar el Buffer AL. En la 
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mayoría de los casos, éste se disolverá durante la incubación a 70 °C, aunque no 

interfiere con el procedimiento. 

5. Agregar 200 μL de etanol (96–100 %) a la muestra y mezclar con vórtex 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 A y el etanol se mezclen bien 

para dar una solución homogénea. Un precipitado blanco puede formarse por la adición 

del etanol. Es imprescindible colocar todo el precipitado a la columna QIAamp. 

6. Aplicar cuidadosamente la mezcla del paso 5 (incluido el precipitado) en la columna 

QIAamp (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 formación de aerosol durante la centrifugación. La centrifugación se realiza a 

6000 g para reducir el ruido. Si la solución no ha pasado completamente a través de la 

membrana, centrifugar de nuevo a una mayor velocidad hasta que pase toda la solución 

ya que no afectará el rendimiento o la pureza del ADN.  

7. Abrir con cuidado la columna y agregar 500 μL 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 recolección que contiene el filtrado.  

8. Abrir con cuidado la columna y agregar 500 μL 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 

recolección 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 recolección que 

contiene el filtrado. Abrir con cuidado la columna y agregar 100 μL 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 cuantificó con un fluorómetro Qubit® 2.0 utilizando el ensayo Qubit® dsDNA HS (Life 

Technologies, Carlsbad, US-CA) cuando la cantidad no era suficiente, se repitió la extracción 

(Figura 4). 
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Figura 4. Técnica de preparación de las muestras para medir con el fluorómetro Qubit® 2.0 

Las muestras se mantuvieron congeladas a -20 ºC hasta el momento de su utilización.  

3.2.2. Preparación de la biblioteca y secuenciación de alto rendimiento 

La preparación del ADN genómico se llevó a cabo con el protocolo TruSeq DNA PCR-Free, en el 

cual el flujo de trabajo se ha simplificado gracias a la eliminación del paso de amplificación PCR 

y a la sustitución de la selección de tamaño basada en gel por la selección basada en perlas 

(Figura 5). 

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 amplificación PCR.  
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3.2.2.1. Plataforma de secuenciación Illumina HiSeq 

La preparación de la biblioteca se realizó siguiendo la versión del kit de preparación Illumina 

TruSeq® DNA PCR-Free Sample para 96 muestras (High Throughput), la cual se describe a 

continuación: 

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 agitación 

- Pasos de centrifugación 

- Pasos de ciclos térmicos 

Aplicar el film sellador para cubrir la placa y adherirlo con un rodillo de goma. 

I. Fragmentación del ADN 

1. Cuantificar el ADN genómico (ADNg) utilizando el fluorómetro Qubit 2.0 de acuerdo con 

la versión 0.0.1 ''Medición de la concentración de ADN usando el fluorómetro 

Qubit  2.0”.  

2. Normalizar las muestras de ADNg a un volumen final de 55 μL en tubos de 1,5 mL (40 

ng/μL para un tamaño de inserto de 550 pb).  

3. Transferir 52,5 μL de muestras de ADN a tubos Covaris separados. 

4. Fragmentar el ADN utilizando la siguiente configuración de Covaris. 

- Sistema Covaris S220 
- Factor “Duty” 5 % 
- Pico/potencia mostrada 175 Watt 
- Ciclos/Ráfaga 200 
- Duración 25 segundos 
- Modo Frecuencia de barrido 
- Temperatura 5,5-6 

 
5. Centrifugar los tubos de Covaris. 

6. Transferir 52,5 μL del sobrenadante de cada tubo Covaris a un nuevo tubo de 1,5 mL.  

7. Antes de la etapa II transferir exactamente 50 μL de ADNg al pocillo correspondiente de 

una placa de 96 pocillos de 1,2 mL CSP (Clean Up Sheared DNA Plate). 

II. Purificación el ADN fragmentado 

1. Vortexear las perlas de purificación de muestras (SPB) hasta que estén bien dispersas. 

2. Agregar 80 μL de SPB a cada pocillo y mezclar pipeteando cuidadosamente hacia arriba 

y hacia abajo.  
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3. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

4. Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el líquido esté claro (~ 8 

minutos). 

5. Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo. 

6. Lavar 2 veces como se detalla a continuación:  

a) Agregar 200 μL de EtOH al 80 % fresco a cada pocillo. 

b) Incubar en el soporte magnético durante 30 segundos. 

c) Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo. 

7. Usar una pipeta de 20 μL para eliminar el EtOH residual de cada pocillo.  

8. Secar al aire en el soporte magnético durante 5 minutos.  

9. Añadir 52,5 μL del buffer de resuspensión (RSB) a cada pocillo.  

10. Remover del soporte magnético y mezclar pipeteando cuidadosamente hacia arriba y 

hacia abajo.  

11. Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos. 

12. Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el líquido esté claro (2–5 minutos). 

13. Transferir 50 μL de sobrenadante al pocillo correspondiente de una placa de 96 pocillos 

de 0,2 mL IMP (Insert Modification Plate).   

III. Reparación de los extremos 

1. Centrifugar el control de reparación (CTE) a 600 g durante 5 segundos. 

2. Agregar 10 μL de CTE a cada pocillo. 

3. Centrifugar la mezcla de reparación (ERP2 o ERP3) a 600 g durante 5 segundos. 

4. Agregar 40 μL de ERP2 o ERP3 a cada pocillo y mezclar cuidadosamente pipeteando 

hacia arriba y hacia abajo. 

5. Colocar en la cicladora de PCR a 30 °C durante 30 minutos y luego colocar en hielo. 

6. Centrifugar a 280 g durante 1 minuto. 

7. Transferir el contenido de la placa de PCR (100 μL) a una placa de 96 pocillos de 1,2 mL. 

IV. Selección del tamaño de la biblioteca 

Remoción de los fragmentos largos de ADN 

1. Vortexear las SPB hasta que estén bien dispersas. 

2. Diluir SPB (1:1) con agua ultra pura de PCR a 160 μL cada 100 μL de muestra con los 

extremos reparados, utilizando un nuevo tubo cónico de 15 mL.  

Determinar los volúmenes utilizando las siguientes fórmulas, las cuales incluyen un 

exceso del 15 % para múltiples muestras. 
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SPB # de muestras x 92 μL 
Agua ultra purade PCR # de muestras x 92 μL 

  
3. Agitar en vórtex las SPB diluidas hasta que estén bien dispersas. 

4. Agregar 160 μL de SPB diluidas a cada pocillo y mezclar pipeteando cuidadosamente 

hacia arriba y hacia abajo.  

5. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

6. Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el líquido esté claro (~ 5 minutos). 

7. Transferir 2 veces 125 μL sobrenadante al pocillo correspondiente de la placa de 96 

pocillos de 1,2 mL CEP (Clean Up End Repair Plate).  

8. Desechar las SPB diluidas restantes. 

Remoción de los fragmentos cortos de ADN 

1. Agitar en vórtex las SPB sin diluir hasta que estén bien dispersas. 

2. Añadir 30 μL SPB sin diluir a cada pocillo y mezclar cuidadosamente pipeteando hacia 

arriba y hacia abajo.  

3. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

4. Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el líquido esté claro (~ 5 minutos). 

5. Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo.  

6. Lavar 2 veces como se detalla a continuación:  

a) Agregar 200 μL de EtOH al 80 % fresco a cada pocillo. 

b) Incubar en el soporte magnético durante 30 segundos. 

c) Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo. 

7. Usar una pipeta de 20 μL para eliminar el EtOH residual de cada pocillo.  

8. Secar al aire en el soporte magnético durante 5 minutos. 

9. Añadir 17,5 μL de RSB a cada pocillo.  

10. Remover del soporte magnético y mezclar cuidadosamente con la pipeta hacia arriba y 

abajo.  

11. Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos. 

12. Colocar en el soporte magnético y esperar hasta que el líquido esté claro (~ 5 minutos). 

13. Transferir 15 μL 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 -25 y -

15 °C durante un máximo de 7 días. 
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V. 3´Adenilación 

1. Centrifugar el control A-taling (CTA) a 600 g durante 5 segundos. 

2. Agregar 2,5 μL de CTA a cada pocillo. 

3. Centrifugar la mezcla A-taling (ATL o ATL2) a 600 g durante 5 segundos. 

4. Añadir el 12,5 μL de ATL o ATL2 a cada pocillo y mezclar cuidadosamente con la pipeta 

hacia arriba y abajo.  

5. 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. 

6.  Centrifugar a 280 g durante 1 minuto. 

VI. Ligación del adaptador 

1. Retirar la tapa selladora de la placa de 96 pocillos que contiene los adaptadores de ADN 

(DAP). 

2. Centrifugar la DAP a 280 g por 1 minuto 

3. Preparar la DAP de la siguiente manera. 

a) Retirar la cubierta de plástico. Guardar la cubierta si no se está procesando toda la 

placa al mismo tiempo. 

b) Aplicar el código de barras DAP.  

c) Colocar la DAP en la mesada de trabajo. El código de barras del número 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) Si usa solo 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 ligación. Repetir con una nueva tira limpia de 8 tubos, con tapas cerradas, para 

cada fila o columna de adaptadores utilizados para la ligación. 

4. Centrifugar el control de ligación (CTL) a 600 g durante 5 segundos. 

5. Retirar la mezcla de ligación 2 (LIG2) del almacenamiento (-25 a -15 °C). 

6. 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 μL 

CTL 2,5 μL 
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LIG2 2,5 μL 

Adaptadores de ADN 2,5 μL 

Total 37,5 μL 

Mezclar cuidadosamente pipeteando hacia arriba y hacia abajo. 

7. Colocar en la termocicladora de PCR a 30 °C con la tapa cerrada durante 10 minutos y 

luego en hielo. 

8. Centrifugar a 280 g durante 1 minuto. 

9. Centrifugar el buffer de stop de la ligación (STL) a 600 g durante 5 segundos. 

10. Agregar 5 μL de STL a cada pocillo y mezclar pipeteando cuidadosamente hacia arriba y 

hacia abajo.  

11. Transferir el contenido de la placa ALP (exactamente 40 μL) a una nueva placa de 96 

pocillos de 1,2 mL. 

VII. Purificación 

1. Vortexear las SPB hasta que estén bien dispersas. 

2. Agregar 40 μL de SPB para cada mezcla de pocillo pipeteando cuidadosamente hacia 

arriba y hacia abajo.  

3. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

4. Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el líquido esté claro (2–5 minutos). 

5. Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo.  

6. Lavar 2 veces como se detalla a continuación:   

a) Agregue 200 μL de EtOH al 80 % fresco a cada pocillo. 

b) Incubar en el soporte magnético durante 30 segundos. 

c) Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo. 

7. Usar una pipeta de 20 μL para eliminar el EtOH residual de cada pocillo.  

8. Secar al aire en el soporte magnético durante 5 minutos. 

9. Añadir 52,5 μL de RSB a cada pocillo.  

10. Retirar del soporte magnético y mezclar pipeteando cuidadosamente hacia arriba y 

hacia abajo. 

11. Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos. 

12. Colocar en un soporte magnético y esperar hasta que el líquido esté claro (2–5 minutos). 

13. Transferir 50 μL 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 μL 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 líquido esté claro (2–5 minutos). 

17. Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo.  

18. Lavar 2 veces como sigue. 

a) Agregue 200 μ l de EtOH al 80 % fresco a cada pocillo. 

b) Incubar en el soporte magnético durante 30 segundos. 

c) Retirar y desechar todo el sobrenadante de cada pocillo. 

19. Usar una pipeta de 20 μL para eliminar el EtOH residual de cada pocillo.  

20. Secar al aire en el soporte magnético durante 5 minutos. 

21. Añadir 22,5 μL 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 líquido esté claro (2–5 minutos). 

25. Transferir 20 μL 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 -25 y -

15 °C durante un máximo de 7 días. 

VIII. Validación de la biblioteca 

Cuantificación:  

Para este tipo de preparación de bibliotecas, high-throughput, se lleva a cabo la cuantificación 

por triplicado con qPCR en formato de 384 pocillos. 

Control de calidad: se verificar el tamaño del fragmento al examinar la distribución del tamaño 

de la biblioteca utilizando el bioanalizador Agilent 2100.  

1. Diluir la biblioteca de ADN 1:5 con agua. 

2. Ejecutar 1 μL de biblioteca de ADN diluida en un chip de ADN de alta sensibilidad. 

IX. Normalización y unión de las bibliotecas.  

1. Transferir 5 μL 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 concentración de la biblioteca con Tris-HCl 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 μL 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. Mezclar pipeteando cuidadosamente hacia arriba y hacia abajo. 

6. Proceder a la generación del clúster. 

Secuenciación del genoma y   demultiplexación 

La secuenciación de la librería se llevó a cabo utilizando la plataforma de secuenciación HiSeq 

2500 (Illumina, Inc., San Diego, US-CA) en el modo de extremo emparejado de 225 nucleótidos 

(nt). Después de la secuenciación, los datos de lectura de las bibliotecas agrupadas se 

demultiplexaron utilizando el software integrado MiSeq Reporter (v2.3.32) de la plataforma de 

secuenciación. 

3.2.2.2. Plataforma de secuenciación Illumina MiSeq 

La preparación de la biblioteca se realizó siguiendo la versión modificada del kit de preparación 

Illumina TruSeq® DNA PCR-Free Sample (313). También hay que tener en cuenta que el kit que 

se compró 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 continuación: 

La preparación de la biblioteca de ADN se realizó siguiendo una versión modificada del 

procedimiento Illumina TruSeq® PCR-free (con tamaño de inserto de 550 bps). Las 

modificaciones a la preparación original se introdujeron en los siguientes pasos: fragmentación 

del ADN, selección del tamaño del fragmento y cuantificación final de la biblioteca.  

I. Fragmentación del ADN 

A diferencia del protocolo original, la fragmentación del ADN se inició con 52.5 µl de ADN a una 

concentración de 75 ng/µl en lugar de 40 ng/µl.  

II. Primera selección del tamaño de fragmento 

50 µl de RB se añadieron a los 50 µl de ADN fragmentado contenidos en un tubo de 1,5 mL y 

posteriormente, se añadieron 50 μL de SPB 1X. La solución se mezcló cuidadosamente mediante 

pipeteo repetido y se incubó durante 5 min. En este paso, la relación en volumen de ADN a 

perlas utilizada es 100:50 (≙2: 1). Con esta relación, los fragmentos de ADN demasiado largos 
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para esta categoría se unieron a las perlas magnéticas. Después de la granulación de las perlas 

inducida por el imán durante 3 minutos, 147 µl del sobrenadante claro fueron 

transferidos. Luego 88,2 µl de RB se añadieron al sobrenadante junto con 49 µl de SPB 2X. En 

este caso, 2X corresponde al doble de la concentración de perlas magnéticas por volumen del 

buffer en el que se las resuspende. El uso de una mayor concentración de partículas de perlas 

permite capturar mayor número de fragmentos de ADN de la longitud que se desea para más 

adelante. De nuevo, la solución se mezcló cuidadosamente mediante pipeteo repetido. Con esta 

relación, los fragmentos de ADN demasiado cortos para esta categoría 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 incubación y de granulación inducida por 

el imán durante 3 min se descartó el sobrenadante transparente. El sedimento de perlas 

restante se lavó dos veces con 200 µl 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 secó al aire durante 5 min. Finalmente, el ADN fragmentado se resuspendió en 52 µl de RB. 

III. Reparación de los extremos 

La reacción de reparación de los extremos (75 µl) contenía 50 μL de ADN del tamaño 

seleccionado, 5 µl de CTE y 20 µl de la mezcla de reparación final. La reacción enzimática se llevó 

a cabo en la cicladora de PCR a 30 °C. 

IV. Segunda selección del tamaño de fragmento 

La segunda selección de tamaño se realizó con las mismas proporciones que la primera. Se 

transfirieron 70 µl a un tubo nuevo de 1,5 mL, se añadieron 30 µl de RB y posteriormente, 50 μL 

de SPB 1X. La solución se mezcló cuidadosamente mediante pipeteo repetido y se incubó 

durante 5 min. Después de la granulación de las perlas inducida por el imán durante 3 minutos, 

147 µl del sobrenadante claro fueron transferidos. Luego 88,2 µl de RB se añadieron al 

sobrenadante junto con 49 µl de SPB 2X. De nuevo, la solución se mezcló cuidadosamente 

mediante pipeteo repetido. Después de 5 min de incubación y de granulación inducida por el 

imán durante 3 min se descartó el sobrenadante transparente. El sedimento de perlas restante 

se lavó dos veces con 200 µl 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 secó 

al aire durante 5 min. Finalmente, el ADN fragmentado se resuspendió en 19 µl de RB. 

V. Validación de la biblioteca Parte 1 

Se midió la concentración de ADN con el fluorómetro Qubit® 2.0 (ensayo Qubit® dsDNA HS) a 

~21 °C (temperatura ambiente) usando 1 µl de ADN. Luego, 2 µl de ADN se diluyeron hasta una 
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concentración final de ~ 0.3 ng/µl. El tamaño promedio de los insertos de la biblioteca en bps se 

verificó por triplicado, ejecutando 1 µl 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 tamaños de inserto 

promedio de biblioteca verificados de forma independiente se definió como el tamaño de 

inserto promedio inferido por el bioanalizador (AISBio).  

VI. 3´Adenilación 

La reacción de adenilación (22,5 µl) contenía 15 µl de ADN del tamaño seleccionado, 1,25 µl del 

control A-tailing y 6,25 µl de mezcla A-tailing y se llevó a cabo en un ciclo térmico de PCR a 37 

°C durante 35, seguido de la inactivación enzimática durante 5 min a 70 °C. Finalmente, la 

reacción se mantuvo en hielo durante 5 minutos. 

VII. Ligación del adaptador 

La reacción de ligación del adaptador (26,25 µl) contenía 22,5 µl de ADN 3'adenilado, 1,25 µl de 

control de ligación, 1,25 µl de mezcla de ligación 2 y 1,25 µl de solución de adaptadores de ADN, 

y se llevó a cabo en un ciclo térmico de PCR a 30 °C durante 12 minutos. Finalmente, la 

inactivación de la enzima se logró mediante la adición de 2,5 µl de buffer de stop de la ligación. 

VIII. Purificación final de la biblioteca  

25 µl de reacción de ligación del adaptador se purificaron dos veces. Cada vez 25 μL SBP se 

añadieron a la reacción (relación 1:1). La reacción se mezcló cuidadosamente mediante pipeteo 

repetido. Después de 5 min de incubación, las perlas se sedimentaron (inducidas por el imán) 

durante 3 min. Posteriormente, se desechó el sobrenadante claro y el pellet se lavó dos veces 

con 200 µl 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 secó al aire 

durante 5 min. Después de la primera purificación, el ADN se resuspendió en 25 µl de 

RB. Después de la segunda purificación, el ADN se resuspendió en 15 µl de RB.  

IX. Validación de la biblioteca Parte 2  

Se midió la concentración de ADN (ensayo Qubit® dsDNA HS) por triplicado utilizando 1 µl de la 

biblioteca de secuenciación final cada vez. El promedio de las tres mediciones independientes 

se definió como la concentración de ADN de la biblioteca (conc). 

La concentración molar de las primeras bibliotecas de secuenciación final se estimó tomando el 

tamaño de inserto promedio inferido por el Bioanalyzer en bps (AISBio) de cada biblioteca como 

su tamaño de inserto promedio real en bps (AIS). Luego, se calculó la molaridad de cada 
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biblioteca final (nM) dependiendo de la concentración de ADN de la biblioteca en ng/µl (conc) y 

el tamaño promedio real del inserto en bps (AIS). 

Posteriormente, la molaridad de cada biblioteca final (nM) se multiplicó por un factor de 1.3 

antes de diluir a grupos de bibliotecas con el onjetivo de corregir una desestimación por parte 

del Bioanalyser de las distribuciones del tamaño de los insertos. 

X. Normalización y unión de las bibliotecas.  

Antes de la secuenciación, las bibliotecas finales se diluyeron a 1 nM. Se unieron las bibliotecas 

diluidas y un volumen igual (relación 1:1) de NaOH 0,1 N fresco se añadió. El pool de bibliotecas 

fue mezclado cuidadosamente mediante pipeteo repetido seguido de una incubación durante 

5 min en un bloque térmico a 98 °C. Después de la incubación, la mezcla se colocó en hielo 

inmediatamente y un volumen igual de HCl 0,1 N fresco y frío (proporción 1:1:1) se añadió. Una 

vez más, la mezcla fría se mezcló cuidadosamente mediante pipeteo repetido. Finalmente, la 

mezcla se diluyó con buffer de hibridación previamente enfriado hasta la molaridad deseada 

(pMol) para la secuenciación. 

Secuenciación del genoma y   demultiplexación 

La secuenciación de la librería se llevó a cabo utilizando la plataforma de 

secuenciación MiSeq (Illumina, 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 nucleótidos (nt). 

Después de la secuenciación, los datos de lectura de las bibliotecas agrupadas se 

demultiplexaron utilizando el software integrado MiSeq Reporter (v2.3.32) de la plataforma de 

secuenciación. 

3.2.3. Obtención de los genomas 

Para la obtención 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) preparación 

de las lecturas, 2) ensamblaje, 3) validación y 4) anotación. Los programas utilizados, así como 

las condiciones determinadas para cada caso se explican a continuación (Figura 6). 
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Figura 6. Diagrama de flujo que resume los pasos generales en el ensamblaje del genoma de los datos 
de la secuenciación por Illumina. 

3.2.3.1. Preparación de las lecturas  

Las lecturas obtenidas fueron recortadas y filtradas para la obtención 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 nucleótidos desde el extremo 5' y 45 nucleótidos 

desde el extremo 3' dando lugar a lecturas pareadas de 2 × 175 bps; y para los provistos por la plataforma 

HiSeq, 10 nucleótidos desde el extremo 5' y 15 nucleótidos desde el extremo 3' dando lugar a lecturas 

pareadas de 2 × 200 bps. La calidad de las lecturas, basadas en el índice de calidad Phred, se comparó 

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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índice 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 indicó lo contrario, las lecturas pasaron el filtro si al menos el 

80% de sus nucleótidos tenían una puntuación de calidad de Phred ≥30 (80; 30). Las lecturas que 

perdieron su homólogo forward o reverse durante el filtrado se descartaron para un análisis más 

detallado. 

3.2.3.2. Ensamblaje  

Para el ensamblaje de los genomas, partiendo de lecturas de alta calidad, en secuencias más 

largas conocidas como contigs se utilizó el programa SPAdes versión 2.5.1 (315) utilizando la 

configuración de parámetros predeterminada. 

3.2.3.3. Validación de los ensamblajes  

La validación de los ensamblajes se basó en la aplicación del programa QUAST versión 2.2 (del 

inglés Quality ASsessment Tool) (316) para evaluar y comparar los ensamblajes genómicos. Esta 

herramienta produce muchos informes, tablas de resumen y gráficos. Concretamente, de toda 

la información proporcionada por el programa se centró la atención en el número de contigs, 

longitud total del genoma, % de GC, el estadístico N50 (que se define como la longitud de los 

contigs que ordenados de igual o mayor tamaño se obtiene la mitad de los nucleótidos del 

genoma; y se calcula ordenando todos los contigs obtenidos de mayor a menor y determinando 

el conjunto mínimo de contigs cuyo tamaño total sea la mitad de la del genoma, tomando como 

valor N50 el valor del tamaño del contig con el que se consigue llegar al 50 % del tamaño del 

genoma), N90 (tamaño del contig con el que se consigue llegar al 90 % del tamaño del genoma), 

L50 (número de contigs necesarios para alcanzar el 50 % de la longitud del genoma), L90 

(número de contigs necesarios para alcanzar el 90 % de la longitud del genoma), el tamaño de 

los contigs de menor y mayor tamaño y el promedio de tamaño del total de contigs. 

3.2.3.4. Anotación de los genomas 

Para normalizar la anotación de todos los genomas bajo los mismos criterios, los genomas 

secuenciados se anotaron y los genomas obtenidos del NCBI, dentro de los cuales está incluido 

el de la cepa referencia de B. contaminans, se reanotaron utilizando dos programas distintos. 

Primero los genomas ensamblados se sometieron a la predicción y anotación de genes utilizando 

el pipeline público 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 están 
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representados en el genoma y utiliza esta información para reconstruir la red metabólica. 

Además, el genoma anotado se puede examinar en un entorno que admite análisis comparativos 

con los genomas anotados mantenidos en el entorno SEED. 

Más adelante, la anotación de los genes para llevar a cabo otro tipo de análisis comparativos, se 

llevó a cabo con el programa Prokka versión 1.10 (318). Este software predice las CDS, los genes 

ARNr y ARNt, péptidos señal y ARN no codificante. 

3.2.3.5. Determinación del MLST 

El esquema de tipificación multilocus de secuencia (MLST, del inglés Multilocus sequence typing) 

proporciona la identificación de los aislados tanto a nivel de especie como de cepa (88). En 

consecuencia, el análisis 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 

delineación de especies dentro del Bcc (78). 

El MLST se determinó automáticamente para todos los aislamientos utilizando la herramienta 

en línea MLST de la web del Centro para Epidemiología Genómica 

(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, pertenecían 

a la especie B. contaminans y para estudiar la relación evolutiva de éstos, se realizaron cálculos 

de identidad de nucleótidos promedio (ANI – 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 correlación con los valores de hibridación 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 

taxonomía bacteriana moderna para determinar la delineación de las especies bacterianas (254, 

255). El ANI fue calculado en línea con el software JSpeciesWS 

(http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/) con dos métodos diferentes: 

➢ Identidad de nucleótidos promedio basada en BLAST (ANIb): el cálculo se implementó 

según 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 nucleótidos 

(270). 

http://www.genomicepidemiology.org/
http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/
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➢ Identidad de nucleótidos promedio basada en MUMmer (ANIm): se utiliza el paquete 

de software MUMmer, un algoritmo más nuevo y eficiente para analizar grandes 

secuencias de ADN (321). Este algoritmo utiliza una estructura de datos eficiente 

llamada árboles de sufijos para calcular las alineaciones. Estos árboles de sufijos pueden 

alinear rápidamente secuencias que contienen millones de nucleótidos con precisión.  

En este estudio, se añadieron 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 pertenecían a la especie B. contaminans. En este 

análisis se seleccionaron las secuencias de los genomas que comparadas con la cepa de 

referencia de B. contaminans LMG 23361T tenían un valor de ANI ≥ 95 % y luego se estudió, con 

los aislados B. contaminans, la relación evolutiva de éstos. 

El programa generó tablas y árboles filogenéticos (.nwk), los cuales se visualizaron y modificaron 

con el software en línea Interactive Tree Of Life v3 (iTOL, http://itol.embl.de) (322).  

3.4. Determinación y análisis del genoma esencial y pangenoma 

Para este estudio se utilizó el paquete de software get_homologues (323), el cual se encarga de 

agrupar en diferentes clústeres las secuencias codificantes en familias de genes homólogos, 

utilizando diversos algoritmos. Los genes que comparten un porcentaje de similitud 

determinado por la alineación de las bases coincidentes, mayor a lo que se esperaría por 

casualidad, se denominan homólogos. Dos proteínas pueden ser consideradas como probables 

homólogas si presentan, como mínimo, un 30% de identidad en el 100 % de la longitud de las 

secuencias comparadas, aunque pueden definirse proteínas homólogas con porcentajes de 

identidad menores, basándose en términos de E-value y bit-score (324). 

Los archivos en formato GenBank resultantes del proceso de anotación, que contenían las 

secuencias proteicas de todos los ORF predichos, para cada genoma fueron utilizados para su 

comparación. Para identificar las secuencias de proteínas homólogas compartidas entre los 

genomas anotados se aplicaron tres algoritmos de agrupación 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 utilizó 

para producir la matriz del pangenoma, generada a partir de la presencia/ausencia de proteínas 

en un determinado genoma, derivada de los archivos GenBank y para la obtención del árbol 

representativo del pangenoma. También, se utilizó el mismo script para seleccionar los 

clústeres, que contienen solo genes sinténicos, definidos como aquellos que tienen al menos un 
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vecino incluido en otro clúster. El uso exclusivo de los clústeres sinténicos nos ayudó a encontrar 

los posibles operones.  

El número total de familias de homólogos diferentes detectadas que conforman el pangenoma 

se obtuvo de la intersección (consenso) de los algoritmos COGT y OMCL. Las diferentes familias 

de proteínas del pangenoma fueron clasificadas utilizando el script parse_pangenome_matrix.pl 

en función del grado de conservación y distribución 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 número 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 llevó a cabo la estrategia planteada 

por Tettelin y colaboradores (2008), los cuales desarrollaron el marco teórico para la 

determinación del estado de los pangenomas (301). En el mismo proponen la utilización de la 

Ley de Heaps, una ley potencial que determina n=kNƴ, donde n es el número de genes totales 

(tamaño del pangenoma), N es el número de genomas, y k y ƴ son parámetros libres 

determinados empíricamente. Finalmente, α= (γ-1); donde, si α<1, el pangenoma es “abierto” y 

por cada nuevo genoma el número de genes crecerá de forma significativa, y si α>1, el 

pangenoma se considera “cerrado” y la adición de nuevos genomas no aumentará el número de 

genes de forma significativa.  

Por último, el script parse_pangenome_matrix.pl se usó para analizar la matriz del pangenoma 

creada anteriormente e identificar genes presentes en un grupo A de cepas que están ausentes 

en otro grupo B, y viceversa. En este trabajo se compararon, por ejemplo, aislamientos de origen 

clínico vs aislamientos de origen ambiental, aislamientos con distinto ST, aislamientos 

provenientes de distintos hospitales, etc. 

3.5. Caracterización de las proteínas específicas aportadas por cada cepa o grupo de 

cepas al pangenoma  

Utilizando el programa Get_Homologues, se determinó el número de genes o proteínas 

exclusivas de una cepa o conjunto de cepas con respecto al total de genomas utilizados en el 

estudio, determinando así su aportación específica al pangenoma. A partir de un archivo con 

dichas secuencias proteicas en formato FASTA se realizaron análisis de BLASTP contra una base 

de datos COGs (del inglés Clusters of Orthologous Genes) de proteínas recientemente 

actualizada (325). Esta asignación a un COG determinado se realizó 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 función atendiendo a la categoría 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 ≥ 10-5. Se seleccionaron los hits con una cobertura mayor al 70%. En el caso de 

que una misma proteína fuese asignada a diferentes COGs, los resultados con mejores valores 

estadísticos (E-value menor), fueron elegidos, eliminando los demás resultados y evitando de 

esta manera duplicidades en el estudio. Luego para cada COG se asignó su clase funcional y se 

calcularon los porcentajes. 

3.6. Caracterización de las proteínas específicas aportadas por cada repliclón 

Para una inspección visual de las proporciones de las diferentes categorías de clústeres de 

grupos ortólogos (COGs) en los diversos replicones (cromosoma 1, 2 y 3 y plásmidos) de B. 

contaminans, realizamos un análisis de agrupamiento jerárquico con las secuencias de 

aminoácidos deducidas de los genomas completos de las cepas de B. contaminans. Para esto, se 

utilizó la herramienta de búsqueda de alineamientos locales de secuencia de aminoácidos 

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 replicón pertenecía cada contig. Los contigs menores a 1000 pb no se tuvieron en cuenta 

para no generar errores en la anotación. El número de cada COG en los diferentes 

compartimientos genómicos se estimó siguiendo la metodología de la sección 3.5. Luego se 

calculó el porcentaje específico de abundancia y los datos resultantes se organizaron en una 

matriz (replicones, COG). El análisis de agrupamiento jerárquico, los mapas de calor (heat maps), 

y los gráficos 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 análisis de 

agrupamiento jerárquico se realizó mediante el método de agrupamiento completo sobre la 

base de distancias euclidianas. 

3.7. Estudio de la adaptación y patogenicidad  

3.7.1. Estudio del mobiloma  

La catalogación de los elementos móviles de los genomas se realizó por partes. La determinación 

de las islas genómicas se realizó 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 así minimizar las predicciones falsas positivas 
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y obtener predicciones confiables de las islas genómicas. La presencia de integrasas y 

transposasas se determinó a través de la prospección directa de la anotación de los genomas.  

3.7.2. Determinación de los factores de virulencia 

La determinación de los potenciales factores de virulencia se realizó utilizando la base de datos 

Virulence Factor Data Base (VFDB) (331). A partir de la VFDB se descargó el archivo multi-FASTA 

(archivo con múltiples secuencias en formato FASTA) de secuencias proteicas correspondiente 

al set A (2.585 secuencias de ADN y sus respectivas proteínas curadas manualmente). Con este 

conjunto de secuencias se creó una base de datos local curada para realizar las correspondientes 

búsquedas con BLAST, implementado el UGENE v1.31.1 (332), utilizando como consulta las 

secuencias de proteínas de los archivos multi-FASTA propios de cada genoma. Se aceptaron 

como válidos aquellos resultados con un E-value ≤ 10-5, siendo estos contrastados 

posteriormente con la anotación. 

A su vez, se utilizó el software en línea antiSMASH (333), el cual permite la identificación, 

anotación y análisis de clústeres de genes biosintéticos de metabolitos secundarios en genomas 

bacterianos y fúngicos. 

3.8. Determinación 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 infección crónica por B. contaminans y 2 eran 

niños pequeños, de los cuales B. contaminans se había aislado por primera vez. Se utilizó el 

software chewBBACA para llevar a cabo la creación y evaluación de esquemas de tipificación de 

secuencias multilocus (MLST) de genomas completos (wg) o genomas core (cg), y así determinar 

la similitud entre aislamientos. Una cepa se definió 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 discusión 

4.1. Resultados del ensamblaje 

A partir de la secuenciación 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, así como los datos del ensamblado 

de las cepas descargadas del NCBI se pueden observar en la Tabla 3. Más detalles de la 

secuenciación se pueden encontrar en la Tabla Suplementaria 1 del Anexo 1.  

El tamaño de los ensamblados fue de 6,84 a 9,36 Mb, siendo el tamaño promedio de los aislados 

de origen clínico 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 número de CDS predichos entre 6.139 y 8.340 por genoma. 

Cada uno de los genomas, a su vez, contiene entre 1 y 2 tmRNA y entre 68 y 88 tRNAs. 
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Tabla 3. Parámetros 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 
Tamaño 

ensamblado 
Cobertura 

Contenido 
G+C  

CDS tmRNA tRNAs ST ANIm 

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-D0 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. Identificación de los aislamientos  

Todos los aislamientos secuenciados se identificaron como B. contaminans. La mayoría de ellos 

se identificaron con el esquema MLST, que arrojó 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 análisis filogenético de las secuencias concatenadas de los siete genes del 

MLST (MLSA) identificó 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 delineación 

de especies dentro del Bcc (78). 

Adicionalmente, el análisis de ANI de las secuencias del genoma completo de los aislados 

seleccionados, correspondientes a distintos orígenes y países, confirmó que las 76 cepas podrían 

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 análisis de ANI realizado como se describe en Materiales y métodos se puede observar 

representado en la Figura 7 con un árbol filogenético, el cual incluye información adicional de 

cada aislamiento, el origen (clínico o ambiental), el ST, el país donde se aisló cada muestra y el 

hospital en el caso de las cepas de origen clínico de Argentina. El árbol filogenético muestra que 

las cepas de B. contaminans se agrupan en siete subgrupos diferentes y la mayoría de éstos 

representan un único ST. A su vez, el árbol filogenético resultante del análisis de ANI muestra 

una fuerte similitud con el árbol filogenético resultante del MLSA, es decir de la agrupación de 

las secuencias concatenadas (2773 pb) de los siete fragmentos de los genes housekeeping 

(Figura 8). Este análisis refuerza que el uso del esquema MLST, además de identificar las especies 

dentro del CBc, es una herramienta rápida y robusta para caracterizar y diferenciar nuevas cepas 

dentro de la misma especie del CBc.  

Los aislados de B. contaminans analizados en este capítulo fueron recuperados en diferentes 

países, de las vías aéreas de pacientes con FQ, así como de diversos nichos ambientales. En el 

árbol del ANI se observa que cada grupo está 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 



 
 

Capítulo 3 
 

 

 184 

sobrevivir y crecer en ambientes muy diversos y probablemente infectar desde esos nichos a 

pacientes con FQ.  

También se observa en el árbol del ANI que los aislamientos se agrupan en dos clústeres 

principales, de los cuales el primero está compuesto por aislamientos tanto ambientales como 

clínicos, al cual llamaremos CLÚSTER 1 (C1) para los análisis posteriores, mientras que el otro 

grupo está formado principalmente por aislados clínicos, y lo llamaremos CLÚSTER 2 (C2).
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Figura 7. Árbol filogenético generado por el estudio de ANI. Se señalan el clúster 1 y 2. El color con el 
que está resaltado el nombre de la cepa indica el origen de la misma (clínica o ambiental). Al lado del 
nombre de la cepa se indica con triángulos 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. Árbol filogenético basado en las secuencias concatenadas (2773 pb) de siete fragmentos de 
genes conservados de los aislamientos de B. contaminans. El árbol consenso del bootstrap, inferido a 
partir de 1000 replicados, se construyó utilizando el método de Máxima Verosimilitud (Maximum 
Likelihood) basado en el Modelo general de tiempo reversible. El porcentaje de árboles 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 utilizó una distribución discreta de Gamma para modelar las diferencias en la tasa de 
evolución entre las categorías de 5 sitios (+ G, parámetro = 0,0500) y se permitió que algunos sitios fueran 
invariablemente evolutivos ([+ I], 48,43% de sitios). La barra de escala indica el número 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 taxón 

(300). El pangenoma se define sobre la base del análisis del grupo de genes ortólogos de cada 

genoma y se divide en cuatro categorías: (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 clasificación nos permite representar parte de la 

incertidumbre técnica, particularmente para el Softcore, donde los genes esenciales podrían 

ubicarse si se omiten en algunas anotaciones, y la categoría Cloud, que podría contener 

anotaciones anómalas 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 clínico se 

seleccionó el único aislamiento disponible para el caso de las infecciones transcientes y el primer 

aislado de cada paciente en el caso de que la infección haya sido crónica. En dos casos de 

pacientes con infección crónica, también se seleccionó para el análisis 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 variación del ST sólo difiere en una base para los gyrB y gltB, respecivamente, lo cual 

dicha modificación pudo haber sido producto de la evolución de la misma cepa). Se decidió 

excluir a los aislamientos recuperados a lo largo de la infección crónica para evitar que el análisis 

sea afectado por evaluar diferencias que se deben al proceso de adaptación a las vías aéreas de 

los pacientes lo largo de los años. 

El tamaño del pangenoma fue de 12117 grupos de proteínas según el consenso obtenido entre 

los algoritmos COG y OMCL (Figura 9A). La clasificación de los grupos en las distintas categorías 

congregó 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 números, se obtuvo un genoma esencial que 

representa el 36,3 % del total, incluyendo ambas categorías, el genoma esencial estricto y el 

laxo, genes únicos o genoma cloud que representa el 30,2 % y genes accesorios que representan 

el 33,5 % del total y se agrupan en la categoría shell. Esta última categoría representa los genes 

distribuidos en un número 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 distribución de las familias de genes según el número de genomas de B. 

contaminans. En esta, las cuatro categorías del pangenoma (genoma core, soft core, shell y 

cloud) se logran distinguir. La distribución en forma de U indica que la mayoría de los genes en 

B. contaminans están compartidos por muy pocos genomas o son encontrados en casi todos los 

genomas. 
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Figura 9. Descripción del pangenoma de B. contaminans. La sección A) informa el tamaño del pangenoma 
según 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) Distribución de los genes del pangenoma en las distintas 
categorías según el número de genomas. 

La Figura 10 muestra la expansión gradual del pangenoma y la contracción del genoma core de 

B. contaminans según la adición secuencial de genomas. El tamaño del pangenoma va 

incrementándose según se aumenta la cantidad de genomas hasta alcanzar 12117 familias de 

genes homólogos cuando 41 genomas de B. contaminans fueron añadidos. La extrapolación del 

pangenoma usando el modelo de regresión “power-law” de la Ley de Heaps sugiere que B. 

contaminans tiene un pangenoma abierto expandiéndose a una tasa moderada con α= 0,80. Se 
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observa un crecimiento prácticamente lineal que refleja la gran capacidad de incorporación de 

nuevas proteínas a medida que se añaden nuevos genomas. Esto unido al hecho de que el 30 % 

de las más de 12000 proteínas diferentes encontradas aparecían solo en 1 ó 2 genomas, refuerza 

el hecho de la gran capacidad adaptativa de este grupo de bacterias, hecho que corroboraría su 

amplia representatividad y distribución en el ambiente, a través de una capacidad de 

incorporación de las nuevas funciones necesarias para la supervivencia en ambientes concretos 

o en respuesta a condiciones adversas o variables puntuales o a más largo plazo.  

Analíticamente esta tendencia refleja una gran capacidad para la incorporación de nuevas 

proteínas a medida que si se añaden 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 adición 

de nuevas secuencias no disminuirá significativamente el número de genes esenciales (Figura 

10). 
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Figura 10. Curvas representativas de la proyección del A) pangenoma, B) genoma esencial de B. 

contaminans y C) genes nuevos por genoma. Modelo de regresión “power-law” de la Ley de Heaps: el 
número de nuevos genes totales se representa gráficamente a medida que aumenta el valor del número 
de genomas secuenciados. Para la ecuación del pangenoma n es el número de genes esperados para un 
número (N) de genoma dado, κ y γ son parámetros libres definidos para ajustar la curva de expansión. El 
valor determinado para γ fue 0,20. Usando la Ley de Heaps (α= 1- γ), el valor de α es 0,80, el cual indica 
un pangenoma abierto para B. contaminans.  
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4.4.1. Caracterización funcional del pangenoma de B. contaminans 

Como se indicó anteriormente, el pangenoma es un concepto poderoso que se puede utilizar 

para representar eficazmente un taxón bacteriano, proporcionando información sobre las 

categorías funcionales enriquecidas en un pangenoma. Por lo tanto, se ha realizado una 

caracterización funcional asignando a los genes de cada sección del pangenoma (Core, Softcore, 

Shell and Cloud) una clase funcional COG (Figura 11). 

La fracción más grande del genoma core (y softcore), como se esperaba, pertenece a genes 

clasificados como metabólicos (44 %). El genoma core está 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 metabólicas 

tales como transcripción (4 %), traducción, estructura ribosomal y biogénesis (8 %). Por otro 

lado, genes involucrados en funciones metabólicas son también altamente conservados. Tales 

funciones incluyen metabolismo y transporte de aminoácidos (10 %), metabolismo y transporte 

de coenzimas (7 %), transporte y metabolismo de iones inorgánicos (6 %), producción y 

conversión de energía (6 %), y metabolismo y transporte de carbohidratos (5 %). Juntos, los 

genes involucrados en procesos metabólicos, transcripción y traducción es 56 % del genoma 

core de B. contaminans. Por otro lado, se observa apenas una menor fracción de genes 

metabólicos en los genomas shell y cloud (41 % y 40 % respectivamente). Se esperaba un mayor 

porcentaje de genes con función no caracterizada, es decir sin función asignada, sobre todo en 

la categoría del genoma único. Las funciones metabólicas involucradas en el genoma accesorio 

están representadas por metabolismo y transporte de aminoácidos (9 %), transporte y 

metabolismo de iones inorgánicos (6 %), producción y conversión de energía (6 %), y 

metabolismo y transporte de carbohidratos (5 %). El valor de genes relacionados a la función de 

transcripción fue alto con un porcentaje de 8,5 %. El genoma único está representado 

principalmente por genes que codifican proteínas con las siguientes funciones metabólicas: 

metabolismo y transporte de aminoácidos (9 %), transporte y metabolismo de iones inorgánicos 

(6 %), producción y conversión de energía (7 %), y metabolismo y transporte de lípidos (6 %). En 

estas dos últimas categorías mencionadas, el porcentaje de genes correspondientes a la 

categoría mobiloma: profagos, transposones, fue de 4 % para el genoma accesorio y de 6 % para 

el genoma único, valores muy superiores al del genoma core. 

Si bien el número de genes que codifican proteínas de función desconocida o pobremente 

caracterizada (categorías R y S) fue similar para el genoma core y cloud, y más bajo para el 

genoma shell, dicho número es elevado siendo de 17 %, 14 % y 8 % respectivamente. Dichos 
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genes podrían ser genes novedosos que no muestran homología en la base de datos COG o 

pseudogenes con interrupción grave de la secuencia de aminoácidos 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 expresión no 

eficiente, que a su vez puede deberse a diferencias de composición 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 categorías funcionales de los grupos de genes ortólogos (COGs) en cada 
categoría del pangenoma de B. contaminans. A) Las 26 categorías funcionales de COG son asignadas a 
las familias de genes homólogos de cada genoma (core, softcore, shell y cloud) y se muestran en 
porcentaje. Las letras representan las categorías funcionales y se designan de la siguiente forma: A, 
procesamiento y modificación de ARN, B, estructura y dinámica de la cromatina, C, producción y 
conversión de energía, D, control del ciclo celular, división celular y partición del cromosoma, E, 
metabolismo y transporte de aminoácidos, F , metabolismo y transporte de nucleótidos, G, metabolismo 
y transporte de carbohidratos, H, metabolismo y transporte de coenzimas, I, metabolismo y transporte 
de lípidos, J, traducción, estructura ribosomal y biogénesis, K, transcripción, L, replicación, recombinación 
y reparación, M, biogénesis de pared celular, membrana y envoltura, N, motilidad celular, O, modificación 
post-transcripcional, recambio de proteínas, chaperonas, P, transporte y metabolismo de iones 
inorgánicos, Q, biosíntesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios, R, solo predicción 
funcional general (típicamente, predicción de actividad bioquímica), S, función desconocida. T, 
mecanismos de transducción de señales, U, tráfico intracelular, secreción 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 categorías 
funcionales COG presentes en los genomas core, accesorio y único: metabolismo, procesamiento celular 
y señalización, procesamiento y almacenamiento de información y pobremente caracterizados. 
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4.4.2. Distribución de clases COG y variaciones de composición entre los replicones. 

A partir de los genomas totalmente cerrados cuyas secuencias están depositadas en el GenBank, 

podemos estimar que los genomas de las bacterias B. contaminans están organizados en tres 

grandes replicones cromosómicos (tamaños promedio: 3,7, 3,2 y 1,5 Mb) y de uno a dos 

plásmidos.  

Para estimar y comparar las abundancias relativas de las funciones celulares en los diferentes 

replicones de B. contaminans, se calculó la proporción de cada clase entre los COGs (clases A a 

Z) (Figura 12) para los cromosomas 1, 2 y 3 y para los plásmidos. Este análisis reveló un 

predominio de clases funcionales específicas asociadas con cada tipo de replicón, con los COGs 

del grupo A1 (funciones housekeeping, movilidad y biogénesis de pared celular, membrana y 

envoltura) y el grupo B2 (metabolismo y transporte de lípidos, de carbohidratos y de metabolitos 

secundarios, transcripción, transducción de señales y producción y conversión de energía) 

siendo predominantes en los cromosomas 1 y 3, respectivamente (como lo indica el predominio 

de tonos rojos en esas áreas determinadas de la figura). Las clases funcionales agrupadas en B1 

predominan en el cromosoma 1 (metabolismo y transporte de nucleótidos y de coenzimas, y 

estructuras extracelulares), aunque también se agrupa la clase COG relacionada al metabolismo 

y transporte de aminoácidos, y a mecanismos de defensa, las cuales predominan en el 

cromosoma 2 y 3, respectivamente. Por último, observamos que el cromosoma 2 no está 

asociado directamente a ningún grupo de clases COGs, sino que las funciones que predominan 

están distribuidas en más de uno, y éstas son transporte y metabolismo de iones inorgánicos y 

de aminoácidos, transcripción y transducción de señales. También predominan en el 

cromosoma 2 las proteínas con función desconocida. 

El grupo de plásmidos que podemos encontrar en B. contaminans surgió como un grupo 

componente genómico separado con un dominio de actividades asociadas con el tráfico 

intracelular, secreción y transporte vesicular (clase COG U), mobilomas (clase COG X) y con 

funciones, como se esperaba, relacionadas con el mantenimiento y la estabilidad del plásmido 

(clases COG D y L), además de funciones relacionadas a la modificación post-transcripcional, 

transporte y metabolismo de iones inorgánicos. El grupo A2 está compuesto por las clases COG 

que predominan en dicho grupo. 

Esta distribución de funciones nos lleva a definir al cromosoma pequeño como el replicón 

"determinante del estilo de vida", mientras que el o los plásmidos codifican para una 

funcionalidad específica de cepa altamente especializada.  
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El genoma de la cepa MS14, una de las más estudiadas hasta el momento, está completamente 

cerrado y su secuencia está también depositada en el GenBank. Se cree que dicho genoma está 

mal ensamblado ya que, si observamos la Figura 12 la distribución y proporción de las categorías 

COG en el cromosoma 1 y 2 no coincide con la del resto de las cepas, y, además, cuando se 

mapeo la secuencia de cada replicón de esta cepa con los otros genomas cerrados, el orden no 

coincidía. 
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Figura 12. Distribuciones de las categorías funcionales de los grupos de genes ortólogos (COGs) por 
replicón en aislamientos de B. contaminans. Los conjuntos de genes se extrajeron de las secuencias 
genómicas 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 representación en clústeres de las diferentes distribuciones y composiciones de 
categorías COGs en las ubicaciones genómicas indicadas debajo de la figura. Azul, plásmidos; rojo, 
cromosoma 1; naranja, cromosoma; amarillo, cromosoma 3. Cada tipo de COG está representado por una 
sola fila distinguida por letras en el lado derecho de la figura, mientras que cada set de genes en un 
replicón y cepa establecido está representado por una sola columna sobre el identificador de cepa 
correspondiente dentro de cada replicón 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 
proporción de cada COG específico entre las 26 categorías con respecto al valor promedio sobre los 
diferentes conjuntos de genes. La escala de colores varía desde el blanco para el valor promedio hasta el 
rojo oscuro para el valor más alto y hasta el violeta oscuro para el más bajo. Las letras representan las 
categorías funcionales y se designan como fue detallado en la Figura 11. 
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4.4.3. Determinación de la presencia/ausencia de familias homólogas 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 árbol filogenómico construido a partir del 

repertorio genético (presencia/ausencia de genes) (334). Por ello se usó el software GET 

HOMOLOGUES y a partir de la matriz de presencia/ausencia del pangenoma se construyó el 

árbol filogenético (Figura 13).  

 
Figura 13. Representación del dendograma basado en la matriz de presencia/ausencia del pangenoma 
consenso COG y OMCL 

Este análisis nos permitió agrupar las muestras con un contenido genético similar. El árbol 

resultante genera un patrón sobre las bases del genoma accesorio y único y muestra una 

agrupación que refleja estrictamente la distribución de los 41 aislamientos de B. contaminans 

en clústeres de cepas con un mismo ST, al igual que el árbol filogenético del ANI (en la Figura 13 

los colores de las cepas indican agrupación por ST). Esto significa, que las cepas con un mismo 

ST conforman un único clúster debido a que comparten genes accesorios específicos. De manera 
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resaltante se observa un nivel de congruencia entre el árbol pangenoma y el árbol del ANI para 

definir los dos clústeres principales (C1 y 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 comparación fue entre los aislamientos clínicos 

y ambientales para determinar si las cepas patógenas contienen genes u operones que no están 

presentes en las cepas ambientales lo cual revelaría 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 están presentes en los aislamientos del C1 pero ausentes en los 

aislamientos del C2 y 155 genes que están presentes en los aislamientos del C2 pero ausentes 

en los aislamientos del C1. A partir de este resultado, este análisis se repitió tomando solo 

aislamientos ST482 y ST102 (que incluye aislamientos clínicos y ambientales) del grupo 1 y ST872 

y STI-3 (que incluye solo aislamientos clínicos) del grupo 2, para analizar las diferencias entre los 

aislamientos de B. contaminans más representativos, y encontramos 164 genes que están 

presentes en los aislados del C1 pero ausentes en los aislados del C2 y 215 genes que están 

presentes en los aislados del C2 pero ausentes en los aislados del C1. El análisis lo continuamos 

con estos dos últimos conjuntos de genes. 

De los 164 genes que fueron identificados para el clúster 1, la mayoría de los genes (52) han sido 

anotados como proteínas hipotéticas, cuyas funciones no se pueden asignar. Entre el resto de 

los genes, encontramos diferentes familias de proteínas relacionadas con la regulación y la 

señalización celular, el transporte de membrana (incluidos genes relacionados con el sistema de 

secreción tipo II) metabolismo de aminoácidos, metabolismo energético, metabolismo de 

carbohidratos, metabolismo de nitrógeno, adquisición de hierro, metabolismo de fósforo, etc.  

Con respecto a los 215 genes que fueron identificados para el clúster 2, nuevamente la mayoría 

de los genes (78) han sido anotados como proteínas hipotéticas. Entre el resto de los genes, las 

familias de proteínas que encontramos están relacionadas con la regulación y la señalización 

celular, el transporte de membrana (incluidos los genes relacionados con los sistemas de 

secreción de tipo IV y VI), metabolismo de aminoácidos, metabolismo energético, metabolismo 

de carbohidratos, elementos móviles, motilidad, etc.  

Una última comparación que se llevó a cabo fue entre los aislamientos clínicos de Argentina 

recuperados de pacientes que asistieron a dos hospitales diferentes, en ciudades a 755 km de 



 
 

Capítulo 3 

 

 199 

distancia entre sí 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. Identificación de una Isla Genómica (GI)  

Entre los genes que fueron identificados para el clúster 2, encontramos genes homólogos a 

genes ubicados en la isla de patogenicidad BcenGI11 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) 

(cciI) y el correspondiente regulador transcripcional (cciR); genes de biosíntesis de ácidos grasos; 

transposasas; reguladores transcripcionales; genes del metabolismo de aminoácidos; y un grupo 

de genes hipotéticos. La homología de algunos de estos genes de B. contaminans con genes 

presentes en la isla de patogenicidad BcenGI11, ya se había estudiado en los capítulos anteriores 

de este trabajo de Tesis, analizando a su vez la relación entre la presencia de éstos y la 

persistencia de las bacterias de esta especie en las vías aéreas de los pacientes con FQ. 

En consecuencia, decidimos estudiar esta región genómica con más detalle, solo en los aislados 

ST 872, que son de gran interés para nuestro grupo, siendo la cepa tipo más prevalente 

recuperada de pacientes argentinos. Buscamos dilucidar a través de estas herramientas claves 

sobre la persistencia y/o transmisibilidad. Mediante la combinación del método de perfil 

acumulativo de GC y el software IslandViewer, se identificó una supuesta isla genómica (IG) en 

esta región de nucleótidos con un fragmento homólogo (posición 1378 - 25521) a la isla 

BcenGI11. A modo de ejemplo se muestra en la Figura 14, la predicción de dicha IG en el contig 

5 de la cepa FFH2055 (cepa ST 872 secuenciada de menor cantidad de contigs), región en la cual 

se habían 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 J2315, incluyendo el marcador BCESM y las secuencias homólogas de los 

genes cciI, amiI y opcI entre otros. Esta isla está presente en todos los aislamientos clínicos ST 

872, incluyendo los aislamientos recuperados a lo largo de la infección crónica en un mismo 

paciente. 
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Figura 14. Predicción de isla genómica. El recuadro negro señala la predicción de la isla genómica en el 
contig 5 de la cepa B. contaminans FFH2055 (ST 872), con regiones homólogas a la isla de patogenicidad 
BcenGI11 descripta en la cepa B. cenocepacia J2315, por los tres métodos empleados por la herramienta 
web IslandViewer y filtrada por bajo contenido de GC (60,57 %) cuyo valor es señalado en el recuadro. 
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Tabla 4. Predicción 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 homólogo de la isla de patogenicidad BcenGI11 
por su número BCAM, la posición y la descripción de cada gen. 

ORF 
B. cenocepacia J2315 

homólogos 

Posición Tamaño Hebra Función 

Inicial Final    

ORF-1 - 1 405 405 + Péptido ABC transportador ATPasa 

ORF-2 - 709 356 354 - - 

ORF-3 BCAM0238 1378 824 555 - Transportador de iones 

ORF-4 BCAM0238a 2054 1752 303 - Proteína de la familia de histonas H-NS 

ORF-5 - 2366 2199 168 - - 

ORF-6 BCAM0239 2387 2947 561 + Proteína hipotética 

ORF-7 BCAM0239a (cciI) 3697 3059 639 - Familia GNAT N-acetiltransferasa 

ORF-8 BCAM0240 (cciR) 4771 3983 789 - Regulador transcripcional de la familia LuxR 

ORF-9 BCAM0241 5992 5063 930 - 3-oxoacyl-ACP sintasa 

ORF-10 BCAM0242 7029 5986 1044 - 3-oxoacyl-ACP sintasa 

ORF-11 BCAM0243 7511 7026 486 - Familia GNAT N-acetiltransferasa 

ORF-12 BCAM0244 8734 7616 1119 - Acyl-CoA deshidrogenasa 

ORF-13 - 9976 8768 1209 - Descarboxilasa dependiente de piridoxal, 
exosortasa A asociada al sistema 

ORF-14 BCAM0251 11583 9973 1611 - Proteína de unión a AMP putativa 

ORF-15 BCAM0252 12564 11629 936 - 3-oxoacyl-ACP sintasa 

ORF-16 BCAM0253 13586 12561 1026 - 3-oxoacyl-ACP sintasa 

ORF-17 BCAM0254 13848 13570 279 - Proteína portadora de acilo 

ORF-18 BCAM0255 15138 13879 1260 - Acyl-CoA deshidrogenasa 

ORF-19 BCAM0256 (BCESM) 15417 16211 795 + Regulador transcripcional de la familia FadR 

ORF-20 BCAM0257 16889 16608 282 - Proteína que contiene el dominio hélice-
giro-hélice 

ORF-21 BCAM0258 17232 16906 327 - Regulador transcripcional hélice-giro-hélice 

ORF-22 BCAM0259 17636 17301 336 - Regulador transcripcional hélice-giro-hélice 

ORF-23 BCAM0260 17818 18693 876 + Permeasa del transportador ABC de 
aminoácidos de cadena ramificada 

ORF-24 BCAM0261 18698 19771 1074 + Permeasa del transportador ABC de 
aminoácidos de cadena ramificada 

ORF-25 BCAM0262 19771 20505 735 + Proteína que contiene el dominio de 
cassette de unión a ATP 

ORF-26 BCAM0263 20492 21247 756 + Proteína transportadora ABC de unión a 
ATP 

ORF-27 BCAM0264 21244 22422 1179 + Proteína de unión al sustrato transportador 
ABC 

ORF-28 BCAM0265 (amiI) 22475 23890 1416 + Amidasa 

ORF-29 BCAM0266 23887 24432 546 + Proteína de la familia de síntesis de 
aminoácidos 
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ORF-30 BCAM0267 (opcI) 24487 25521 1035 + Porina 

ORF-31 - 25727 26158 432 + Proteína que contiene el dominio DUF2384 

ORF-32 - 26155 26370 216 + Proteína hipotética 

ORF-33 - 27574 28593 1020 + Proteína de unión a ATP 

ORF-34 - 28647 31208 2562 + Peptidasa de la familia S8 

ORF-35 - 32754 31978 777 - - 

ORF-36 - 32753 33184 432 + Proteína hipotética 

ORF-37 - 35278 34727 552 - Proteína de la familia recombinasa 

ORF-38 - 35912 44284 8373 + Proteína de superficie celular / 
Hemaglutinina 

ORF-39 - 44373 45065 693 + Proteína de la familia OmpA 

ORF-40 - 45256 45864 609 + Proteína hipotética 

ORF-41 - 45920 46246 327 + Proteína de la familia de histonas H-NS 

ORF-42 - 46305 47147 843 + Proteína que contiene el dominio EAL 

ORF-43 - 47817 48083 267 + Transposasa 

ORF-44 - 48210 48344 135 + - 

ORF-45 - 48679 49071 393 + Proteína hipotética 

ORF-46 - 49850 50113 264 + Transposasa 

ORF-47 - 50137 50970 834 + Transposasa de la familia IS3 

ORF-48 - 51808 51921 114 + - 

ORF-49 - 52521 52261 261 - Transposasa de la familia IS3 

ORF-50 - 53158 52916 243 - Proteína hipotética 

ORF-51 - 53797 53180 618 - Proteína hipotética 

ORF-52 - 54830 53832 999 - Proteína hipotética 

ORF-53 - 62106 54946 7161 - Proteína hipotética 

ORF-54 - 62815 62345 471 - Regulador transcripcional hélice-giro-hélice 

ORF-55 - 63484 63362 123 - - 

ORF-56 - 64690 64046 645 - Proteína hipotética 

ORF-57 - 64831 65196 366 + Proteína hipotética 

ORF-58 - 65481 65278 204 - Proteína hipotética 

ORF-59 - 65718 65494 225 - Proteína hipotética 

ORF-60 - 65964 66284 321 + Proteína hipotética 

ORF-61 - 66281 67075 795 + Proteína hipotética 

ORF-62 - 67223 67600 378 + Proteína que contiene el dominio DUF3592 

ORF-63 - 67622 68194 573 + Proteína hipotética 

ORF-64 - 70072 68195 1878 - Subunidad de placa de base del sistema de 
secreción tipo VI TssF 

ORF-65 - 70206 72407 2202 + Proteína sistema de secreción tipo VI VgrG 
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ORF-66 - 72407 73537 1131 + Proteína que contiene el dominio DUF2169 

ORF-67 - 73534 75477 1944 + Proteína que contiene el dominio DUF4150 

ORF-68 - 75474 76118 645 + Proteína que contiene el dominio DUF1851 

ORF-69 - 76590 76387 204 - Proteína hipotética 

ORF-70 - 76812 76603 210 - Proteína hipotética 

ORF-71 - 77136 77630 495 + Proteína que contiene el dominio GGDEF 

ORF-72 - 78486 77635 852 - Transposasa de la familia IS3 

ORF-73 - 78797 78504 294 - Transposasa 

ORF-74 - 79516 79941 426 + 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 

BcenGI11, contiene genes implicados en el metabolismo y posiblemente en la virulencia. La 

asociación de este tipo de islas con especies del CBc no es sorprendente, ya que estas bacterias 

son metabólica, ecológica y genéticamente diversas, capaces de crecer en una variedad de 

ambientes desde el suelo hasta infectar mamíferos.  

Los genes con función conocida que se encuentran en esta IG incluyen genes involucrados en la 

biosíntesis de ácidos grasos, el metabolismo de aminoácidos y el Quorum sensing (QS) (genes 

homólogos a cciI y cciR). A su vez, dicha isla contiene los genes analizados en el capítulo 2, genes 

homólogos al marcador BCESM, BCAM0257, BCAM0258 y BCAM0259, los cuales están 

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 cciI y cciR, los cuales probablemente integran un segundo sistema 

de señalización celular y que están involucrados en la regulación de los factores de virulencia en 

B. cenocepacia, podemos observar en la Tabla 4 genes homólogos a amiI y opcI, genes que en 

B. cenocepacia tienen funciones funcionales durante la infección, y caracterizan a la IG como 

una isla de patogenicidad. Los porcentajes de identidad entre las secuencias de aminoácidos de 

las proteínas involucradas en el QS (CciI y CciR), el marcador BCESM y las proteínas AmiI y OpcI 

de la isla BcenGI11 y las proteínas homólogas de la isla en B. contaminans fueron 90 %, 93 %, 97 

%, 96 % y 95%, respectivamente. Estos porcentajes son altos y probablemente las funciones no 

varían, aunque habría que estudiar en más detalle si la función de dichas proteínas se altera. 

La amidasa (AmiI), es una proteína involucrada en el metabolismo de los aminoácidos, que 

promueve la supervivencia y persistencia de la bacteria in vivo (335). El gen opcI, que está 

estrechamente relacionado con la familia OmpC de porinas bacterianas de la membrana 

externa, podría funcionar como un poro para las pequeñas moléculas procesadas por estos 

genes. La mutagénesis de la porina OpcI demostró que desempeña un papel en la mediación de 

la inflamación en el sitio de la infección, lo que sugiere que la proteína puede modular la 

expresión inmunológica para evadir las defensas del huésped (335). Dado el alto porcentaje de 

identidad que comparten estos genes, las proteínas homólogas B. contaminans podrían tener 

funciones similares a las mencionadas. 

La isla presenta elementos genéticos que podrían favorecer su movilidad, como las 

transposasas, que curiosamente flanquean la secuencia nucleotídica que difiere de la isla de B. 

cenocepacia, por lo que ambos fragmentos pudieron haberse transferido horizontalmente a B. 
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contaminans en eventos aislados. La función de la mayoría de los genes ubicados en esta región 

de la isla es desconocida, por lo que fueron anotados como proteínas hipotéticas. La cercanía 

de una o más transposasas dotaría a este fragmento de la característica de ser un elemento 

potencialmente móvil y, por lo tanto, de su eventual transmisibilidad. 

Por último, quería resaltar la presencia de dos genes (ORF-64 y ORF-65) relacionados al sistema 

de secreción tipo VI (T6SS), un aparato secretor que puede perforar la membrana celular de 

otras especies bacterianas u objetivos eucariotas, para depositar un arsenal de proteínas 

efectoras. 

La secuencia de la isla fue estudiada en los aislamientos recuperados de pacientes con FQ 

transitando infección crónica, y se observó que esta no se modificó a lo largo del tiempo, sólo 

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 interacción con el huésped FQ, se cree que varios factores de virulencia juegan 

papeles críticos para el éxito del patógeno, aunque su contribución precisa a la patogenicidad 

general del CBc aún no se ha dilucidado por completo, aunque se ha puesto de manifiesto que 

los factores de quorum sensing, la adquisición de hierro a través de sideróforos y la biosíntesis 

de lipopolisacáridos son requeridos para una patogenicidad completa (336). 

Se cree que las lipasas extracelulares, las metaloproteasas y las proteasas de serina desempeñan 

funciones directamente relacionadas con la interacción con las células epiteliales (337). Las 

estructuras de la superficie bacteriana como el LPS, los flagelos y los pili también son 

importantes en la interacción 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 daño de la célula huésped (338). En este 

contexto, el análisis de los factores de virulencia en las 41 cepas estudiadas nos indica que la 

especie B. contaminans cuenta con genes relacionados a la producción 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 proteína AdhA de 22 kDa, la cual se asocia con las anteriores. 

B. contaminans cuenta con casi todos los genes homólogos de B. cenocepacia para la producción 

de LPS con tres grupos principales de lípido A, core y antígeno O (98), y genes adicionales de 

modificación de azúcar, hldD/hldA (339), pero no con el gen rmlD. A su vez cuenta con los genes 

homólogos para la síntesis del polisacárido cepacian, que desempeña 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 clúster de genes que 

está involucrado en la síntesis de otros posibles polisacáridos de superficie (genes homólogos a 

BCAL3217 - BCAL3246). 

Todos los aislamientos de la especie B. contaminans poseen, al menos, un sistema clásico de QS 

LuxIR, denominado CepIR, que proporciona un mecanismo para una rápida adaptación a los 

cambios ambientales. En CBc, el QS regula la expresión de varios factores de virulencia, como 

toxinas, proteasas, lipasas y sideróforos. La motilidad swarming y la formación de biofilms 

también están reguladas por QS en Bcc (340). Además del sistema conservado CepIR 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 CciIR. Los genes que codifican para este 

sistema de QS antes mencionado fueron descriptos en la sección anterior 4.5.1. y son 

acompañados por homólogos a marcadores de patogenicidad como porinas, amidasas y el 

marcador epidémico BCESM, en la isla genómica de B. contaminans, la cual podría 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 sideróforo 

ornibactina, las lectinas BclA y BclC, la proteína nematocida AidA, el pili tipo Flp y los sistemas 

de secreción tipo III (T3SS) y tipo VI (341). Todas estas proteínas están presentes en todos los 

aislados B. contaminans estudiados en esta sección. 

La producción de sideróforos como pioquelina, ácido salicílico, cepabactina y ornibactina, 

también contribuyen a la patogénesis de Bcc (342). En el caso de B. contaminans se identificaron 

genes que codifican para la producción de ornibactina, pirrolnitrina, occidofungina y, en los 

aislados ST 102, pioquelina. Además de su papel en la adquisición de hierro, la pioquelina parece 

jugar un papel en la lesión del tejido (343). También se ha demostrado que el hierro unido a la 

pioquelina es un catalizador eficiente para la formación de radicales hidroxilos (OH-) y para 

aumentar el daño en la arteria pulmonar, las células endoteliales y las células epiteliales 

pulmonares, como resultado de la exposición al superóxido y al peróxido de hidrógeno (344). 

En cuanto a la pirrolnitrina y ornibactina, como ya se describió anteriormente, son compuestos 

con función antifúngica. 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 describió por primera vez en la cepa 

B. contaminans MS14 (346), mostrando su actividad contra una amplia gama de hongos (347). 

Este grupo de genes está ausente en los genomas de algunas especies de Bcc, incluidas B. 
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cenocepacia y B. multivorans (348). La producción de ambos compuestos antifúngicos se 

encontró que está positivamente regulada por QS en algunos aislamientos B. contaminans ST 

872 (239). A la vez, se ha reportado que la ornibactina es el sideróforo biológicamente más 

importante y puede compensar la función de la pioquelina (349). 

Otro factor de patogenicidad encontrado en B. cenocepacia es el sistema de secreción tipo IV 

(SST4) (350) y B. contaminans presenta genes homólogos a este sistema. El SST4 está 

involucrado en la translocación de macromoléculas a través de la membrana celular y 

representa un mecanismo ampliamente distribuido para la transmisión de resistencia a 

antibióticos y de factores de virulencia en bacterias patógenas (351). 

También se detectó 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. Transmisión 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 mayoría 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), sólo varía un nucleótido en el gen gyrB y gltB, respectivamente. Como se observa en la Figura 

15, en general, la cepa (mismo ST) persiste en el tracto respiratorio durante la infección crónica, 

aunque en algunos casos (pacientes 2, 3, 4 y 5) el paciente es colonizado por más de un tipo de 

cepa en el curso de la infección. 

Como ya se había discutido en el Capítulo 1, curiosamente, la distribución de los ST a lo largo del 

tiempo mostró que desde el brote ocurrido en 2004 (160) el ST 872 prevaleció durante 10 años, 

hasta que un aparente reemplazo lento o coinfección por ST 102 comenzó aproximadamente en 

2013-2014 (Figura 15). Cabe señalar que antes de 2013, ST 102 se recuperó, pero principalmente 

de entornos hospitalarios y muestras ambientales, y apenas en pacientes con FQ (pacientes 2 y 

3). 

A partir del análisis con el software chewBBACA, se determinó 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 señalados en la Figura 15 con el mismo número (1 

al 9) y por lo que podemos observar es que además de recuperar aislamientos clonales en un 

mismo paciente a lo largo de los años 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 años. 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 concurrían al mismo hospital y 

el aislamiento de estos fue en la época del brote de organismos del CBc que ocurrió 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 años 2014 y 2016. En estos casos, por lo tanto, se puede inferir que la 

transmisión ocurrió persona-persona o que el ambiente pudo funcionar como un reservorio del 

aislamiento. En este sentido, aunque las políticas estrictas de control de infecciones 

implementadas en los hospitales de todo el mundo han logrado disminuir el contagio por 

transmisión paciente-paciente, este sigue ocurriendo o bien el ambiente continúa siendo un 

nicho importante para la adquisición de infecciones por parte de la población de pacientes con 

FQ. 

Por otro lado, los clones 1 y 6 fueron aislados ambos del paciente 11 que recibe tratamiento en 

otro hospital que los pacientes 1,3 y 7, localizados en distintas provincias del país. En este caso, 

el nicho de esta bacteria podría haber sido algún producto industrial.  

 
Figura 15. Aislamientos recuperados a lo largo de los años de infección crónica de los pacientes tratados 
en los hospitales de Argentina. Los círculos representan a cada aislamiento y el color el tipo de cepa (ST) 
que 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 Niños de La plata, excepto por los 2 pacientes 
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señalas con * que fueron atendidos en el Hospital Santísima Trinidad de Córdoba. Los números (1 al 9) 
señalan los aislamientos considerados clones mediante el análisis con el software chewBBACA. 

Con el objetivo de establecer si la diversificación fenotípica constituye una estrategia empleada 

por los organismos del CBc para establecerse en el pulmón del hospedador y colonizarlo 

crónicamente, se estudiaron dos de los genes que podrían ocasionar la hipermutación (genes 

mutS, y mutL) ambos pertenecientes al sistema de reparación MRS (mistmach rapiar system), y 

se encontraron mutaciones en algunos de los aislamientos de los pacientes 2, 3, 4, 5 y 6. Por 

este motivo, uno de los estudios que se proveen a futuro es determinar la frecuencia de 

mutación empleando la técnica de resistencia a rifampicina, y así determinar la relación de 

dichas mutaciones con el fenotipo hipermutador a lo largo de la infección crónica. 

Los potenciales factores de virulencia que se describieron para B. contaminans y que cubren 

varios aspectos relacionados con el potencial patógeno de estos microorganismos, se deben 

continuar estudiando en los pacientes con infección pulmonar crónica con el objetivo de avanzar 

en el conocimiento de mutaciones patoadaptativas que ocurren a lo largo de la infección. 

También, se pretende avanzar en el estudio de los mecanismos de resistencia a antimicrobianos 

que tienen estos microorganismos y de la adaptación evolutiva frente a las terapias 

antimicrobianas frecuentes a las que son expuestos. 
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5. Conclusión 

Las bacterias B. contaminans, así como las del resto del Complejo Burkholderia cepacia, son 

altamente versátiles, es decir que pueden adaptarse a diversos ambientes, y tienen genomas 

grandes (entre 6 y 9 Mb) formados por múltiples replicones, características 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 están organizados en tres grandes replicones cromosómicos y de uno 

a dos plásmidos, que codifican juntos en promedio más de 7000 genes. La mayoría de los genes 

conservados se encuentran en el replicón cromosómico más 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 distribución 

es global, no existe una evolución específica. Estos se agrupan en clústeres dependiendo el tipo 

de cepa (ST), tanto por el análisis de cálculos de identidad de nucleótidos promedio (ANI) como 

cuando se comparan los aislados por ausencia/presencia de genes homólogos, y no se 

diferencian según el origen de la muestra (ambiental o clínico), es decir que cualquier cepa 

ambiental tendría capacidad patogénica.  

En el contexto de este análisis podemos destacar que el uso del esquema MLST, además de 

identificar las especies dentro del CBc, es una herramienta rápida 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 aísla con más 

frecuencia en pacientes con FQ. Particularmente, las bacterias B. contaminans ST 872 fueron un 

linaje que prevaleció durante 10 años, 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 

existió transmisión de estos microorganismos entre pacientes o una misma fuente ambiental de 

adquisición. A su vez, estos microrganismos tienen una supuesta isla genómica de 80 kb de bajo 

contenido GC que codifica aproximadamente 75 secuencias de codificación predichas, y muestra 

un alto porcentaje de identidad con una parte de la secuencia de la isla de patogenicidad 

BcenGI11 de B. cenocepacia J2315, relacionada tanto a la virulencia como al metabolismo, 

incluyendo el marcador BCESM y las secuencias homólogas de los genes cciI, amiI y opcI entre 

otros. Por las características 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 proteínas diferentes 

a partir de 41 genomas, es abierto por lo que los aislamientos de esta especie tendrían gran 

capacidad adaptativa. Un pangenoma abierto es una peculiaridad que hace especialmente 

peligroso a un patógeno por la potencial capacidad de intercambio del repertorio genético, 

pudiendo conducir a la adquisición de nuevas resistencias o incorporar nuevos mecanismos de 

virulencia e infección. Además, un pangenoma abierto es un reflejo de una rápida velocidad de 

evolución. La fracción más grande del genoma core pertenece a genes clasificados como 

metabólicos, principalmente asociados a procesos housekeeping, esenciales para la existencia 

de una célula. El número de genes que codifican proteínas de función desconocida o 

pobremente caracterizada fue elevado y estos podrían ser genes novedosos que no muestran 

homología en la base de datos COG, adquiridos por transferencia horizontal, lo que contribuye 

a la diversidad metabólica de la especie. 

Finalmente, el trabajo llevado a cabo en este capítulo nos permitió disponer de material para, a 

partir de ahora, poder determinar si los hubiera, los genes que constituyen el blanco de 

mutaciones denominados “patoadaptativos” que permitirían optimizar la adaptación del 

patógeno en las vías respiratorias del hospedador. También podríamos continuar los estudios 

de hipermutación, evaluar la evolución de resistencia antimicrobianos y obtener una visión de 

cómo el patógeno evoluciona bajo las presiones selectivas del hospedador. 
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La aplicación de las técnicas de PCR, RFLP-HaeIII, MALDI-TOF y secuenciación de gen recA y otro 

u otros genes del MLST, sobre la colección de aislados CAMPA, permitió actualizar los datos 

epidemiológicos demostrando que B. contaminans continúa siendo la especie predominante, 

tanto en los primeros aislados como en la infección crónica, entre los organismos del CBc que se 

aíslan de las vías aéreas de los pacientes con FQ en nuestro país.  

En el día a día de identificación de aislamientos pertenecientes al CBc en el laboratorio, cuando 

no se dispone de un espectrómetro de masas, la técnica más empleada es la PCR-recA-RFLP-

HaeIII 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 rápida, y la 

más robusta y eficaz para caracterizar a los organismos a nivel de Complejo, especie y cepa. 

Con el análisis de las secuencias genómicas de más de 80 aislados, pudimos concluir que las 

bacterias B. contaminans son altamente versátiles, es decir que pueden adaptarse a diversos 

ambientes, y tienen genomas grandes (entre 6 y 9 Mb) formados por tres grandes replicones 

cromosómicos y de uno a dos plásmidos, que codifican juntos en promedio más de 7000 genes. 

En general, los genomas tienen en promedio un alto contenido GC (66 %). La mayoría de los 

genes conservados se encuentran en el replicón cromosómico más grande, pero cada 

cromosoma parece codificar otros genes esenciales.  

El análisis 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 patógeno pudiendo conducir a la adquisición de nuevas resistencias o incorporar 

nuevos mecanismos de virulencia e infección. Además, un pangenoma abierto es un reflejo de 

una rápida velocidad de evolución.  

La fracción más grande del genoma core pertenece a genes clasificados como metabólicos, 

principalmente asociados a procesos housekeeping, esenciales para la existencia de una célula. 

El número de genes que codifican proteínas de función desconocida o pobremente caracterizada 

fue elevado y estos podrían ser genes novedosos que no muestran homología en la base de datos 

COG, adquiridos por transferencia horizontal, lo que contribuye a la diversidad metabólica de la 

especie. 

Los tipos de cepa (ST) B. contaminans que circulan en la región son ST 872, ST 102 y ST 482, 

observándose una mayor incidencia de los aislamientos ST 872 hasta el año 2013, así como una 

alta persistencia de éstos a lo largo de la infección crónica. A partir del año 2013, comenzaron a 

tener incidencia los aislamientos ST 102, principalmente, y ST 482, desplazando por completo 
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hacia el año 2016 a los aislamientos ST 872 en nuevas infecciones. Es decir que, en los últimos 

años de estudio, sólo se recuperaron aislamientos ST 872 de pacientes que comenzaron a 

transitar la infección crónica antes de 2016, y que en la mayoría de los casos el tipo de cepa se 

mantuvo a lo largo de la infección crónica. Sin embargo, los pacientes continúan colonizados por 

estos microrganismos por más de 10 años con infecciones recalcitrantes difíciles de erradicar. 

Cuando se compara las secuencias genómicas de todos los aislamientos de esta especie (por 

ANI o por ausencia/presencia de genes homólogos entre aislados), estos se agrupan en clados 

según el ST y no se diferencian según el origen de la muestra (ambiental o clínico), por lo que 

cualquier cepa ambiental tendría capacidad patogénica.  

Aunque en la epidemiología mundial, B. contaminans no es la especie de mayor incidencia entre 

los organismos del CBc, la distribución 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 evolución específica. 

En cuanto a la diversidad dentro de la especie, las bacterias B. contaminans ST 872 fueron el 

linaje que más prevaleció (durante 10 años a partir del brote) y con el estudio de clonalidad 

podemos sugerir que existió transmisión de estos microorganismos entre pacientes o con una 

misma fuente ambiental de adquisición. También se observa que prácticamente todos los 

pacientes infectados con estos organismos cursaron infección crónica por largos períodos 

(algunos hasta 11 años de infección).  

Hemos descripto por primera vez que B. contaminans ST 872 tiene una supuesta isla genómica 

de 80 Kb de bajo contenido GC que codifica aproximadamente 75 secuencias de codificación 

predichas, y muestra un alto porcentaje de identidad con una parte de la secuencia de la isla de 

patogenicidad BcenGI11 de B. cenocepacia J2315, relacionada tanto a la virulencia como al 

metabolismo, incluyendo el marcador BCESM y las secuencias homólogas de los genes cciI, 

amiI y opcI entre otros.  

Por las características mencionadas, podemos confirmar que este tipo de cepa (ST872) fue un 

tipo de cepa epidémica.  

En este trabajo de tesis, también se demostró por primera vez que los aislamientos B. 

contaminans ST 872 presentan los genes homólogos al operón BCAM0257-8-9 en la región del 

marcador BCESM de la isla descripta que podría 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 podría representar una de las estrategias que explicaría la gran dificultad que existe para 

erradicar las infecciones de B. contaminans ST 872, que tal como mencionamos han 

permanecido colonizando pacientes por más de 10 años. Los persistores tolerantes a 

antibióticos que surgen durante el tratamiento con antimicrobianos y su probable permanencia 

y protección en un biofilm podrían constituir un importante reservorio de patógenos 

sobrevivientes.  

Establecer una causalidad entre la presencia de persistores y las fallas en las terapias 

antimicrobianas no es trivial. Es esencial conocer más sobre el surgimiento de las 

subpoblaciones de persistores para poder desarrollar nuevos enfoques en dichos tratamientos 

y poder erradicar infecciones crónicas o potencialmente crónicas. La presencia del operón 

BCAM0257-8-9, cerca de la región BCESM, podría ser responsable de la aparición 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 infección crónica por B. contaminans. Por lo 

tanto, la detección de este operón en los primeros aislamientos de pacientes podría 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 patógeno de estos microorganismos, se encontró 

que B. contaminas cuenta con genes relacionados a la producción 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 proteína AdhA de 22 kDa, la cual se asocia con las anteriores. Estos 

organismos cuentan con casi todos los genes homólogos de B. cenocepacia para la producción 

de LPS con tres grupos principales de lípido A, core y antígeno O, y genes adicionales de 

modificación de azúcar, hldD/hldA, pero no con el gen rmlD. A su vez cuenta con los genes 

homólogos para la síntesis del polisacárido cepacian, que desempeña 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 clásico de QS 

LuxIR, denominado CepIR, que proporciona un mecanismo para una rápida adaptación a los 

cambios ambientales. Además del sistema conservado CepIR presente en todos los aislamientos 

B. contaminans analizados, los aislamientos ST 872 tienen un sistema QS adicional, el sistema 

CciIR. 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 sideróforo 

ornibactina, las lectinas BclA y BclC, la proteína nematocida AidA, el pili tipo Flp y los sistemas 

de secreción tipo III (T3SS) y tipo VI (341).  
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Entre ellos se encontraron elementos implicados en la captación y transporte del hierro, un 

proceso de gran importancia para los patógenos en general. Se identificaron genes que codifican 

para la producción de ornibactina, pirrolnitrina, occidofungina y, en los aislados ST 102, 

pioquelina, sideróforos que contribuyen a la patogénesis. Otro factor de patogenicidad 

encontrado en B. contaminans es el sistema de secreción tipo IV (SST4), el cual representa un 

mecanismo ampliamente distribuido para la transmisión de resistencia a antibióticos y de 

factores de virulencia en bacterias patógenas. 

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; NL gen. n. puraquae de agua pura]. Son bacterias gramnegativas, aerobias, 

bacilos no formadores de esporas. Generalmente las colonias son húmedas 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 análisis global del genoma de esta nueva 

especie mostró varios sistemas de defensa celular contra el estrés biótico y abiótico, que en 

parte podría 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 diálisis de los servicios de hemodiálisis del Hospital de Niños en la provincia de 

Córdoba. Si bien están acantonadas hace más de 5 años en el ambiente hospitalario no se han 

aislado aún de pacientes con FQ. 

Finalmente estamos convencidos que este trabajo de Tesis Doctoral nos permitió disponer de 

un material sumamente valioso, que hasta ahora hemos empleado sólo una pequeña 

proporción. A partir de ahora podríamos determinar si los hubiera, los genes que constituyen el 

blanco de mutaciones denominados “patoadaptativos” que permitirían optimizar la adaptación 

del patógeno en las vías respiratorias del hospedador. Podríamos continuar los estudios de 

hipermutación, evaluar la evolución de resistencia a antimicrobianos y obtener una visión de 

cómo el patógeno evoluciona bajo las presiones selectivas del hospedador. 
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Tabla Suplementaria 1. Datos del ensamblado de los aislamientos secuenciados. 
 

Cepa kmer combination 
Tamaño 
contig 

min  

Tamaño 
contig 
prom 

Tamaño 
contig max  

N10 
N10 

count 
N50 

N50 
count 

N90 
N90 

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 1/44 422.419 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 21,33,55,77,99,127 500 32.513 792.730 585.905 2/253 296.829 9/246 91.904 26/229 
CAMPA 1439 21,33,55,77,99,127 528 154.356 887.813 887.813 1/51 413.785 8/44 154.334 21/31 
CAMPA 1450 21,33,55,77,99,127 500 116.849 639.497 628.413 2/69 342.610 9/62 104.862 26/45 
CAMPA 988 21,33,55,77,99,127 508 118.712 857.514 857.514 1/67 422.530 7/61 117.123 20/48 

CAMPA 1002 21,33,55,77,99,127 552 157.271 857.517 857.517 1/50 380.935 8/43 108.333 22/29 
CAMPA 1203 21,33,55,77,99,127 508 168.123 665.536 628.351 2/47 414.424 8/41 163.330 20/29 
CAMPA 1517 21,33,55,77,99,127 506 89.202 818.020 806.904 2/94 278.863 10/86 69.525 34/62 
CAMPA 1516 21,33,55,77,99,127 528 147.432 887.803 887.803 1/53 380.931 7/47 122.526 21/33 
CAMPA 1563 21,33,55,77,99,127 524 130.709 887.778 887.778 1/61 279.681 9/53 106.229 24/38 
CAMPA 1579 21,33,55,77,99,127 508 144.944 855.571 855.571 1/56 298.573 9/48 146.074 24/33 
CAMPA 1613 21,33,55,77,99,127 500 120.233 855.363 855.363 1/68 365.366 8/61 117.207 24/45 
CAMPA 1654 21,33,55,77,99,127 508 146.550 681.031 665.547 2/53 382.289 8/47 146.062 22/33 
CAMPA 1670 21,33,55,77,99,127 541 116.462 1.393.766 1.393.766 1/58 378.347 6/53 91.475 22/37 
CAMPA 1676 21,33,55,77,99,127 528 134.156 638.463 602.456 2/59 342.218 9/52 146.074 24/37 
CAMPA 1726 21,33,55,77,99,127 528 149.698 887.704 887.704 1/53 380.789 8/46 125.202 22/32 
CAMPA 1732 21,33,55,77,99,127 508 149.251 697.034 628.415 2/53 298.561 9/46 122.506 25/30 
CAMPA 1745 21,33,55,77,99,127 528 146.994 843.696 843.696 1/54 382.286 8/47 154.337 22/33 
CAMPA 1749 21,33,55,77,99,127 508 137.076 1.096.667 1.096.667 1/59 335.262 8/52 112.506 23/37 
CAMPA 1766 21,33,55,77,99,127 510 91.155 1.393.904 1.393.904 1/93 298.998 8/86 73.078 30/64 
CAMPA 1769 21,33,55,77,99,127 508 155.895 887.803 887.803 1/50 381.600 8/43 154.527 20/31 
CAMPA 1773 21,33,55,77,99,127 523 126.324 986.247 986.247 1/66 428.662 7/60 98.226 22/45 
CAMPA 1809 21,33,55,77,99,127 506 83.343 1.296.978 1.296.978 1/105 312.729 9/97 68.432 30/76 
CAMPA 1171 21,33,55,77,99,127 513 166.966 1.366.535 1.366.535 1/47 422.024 6/42 191.165 18/30 
CAMPA 1614 21,33,55,77,99,127 508 106.061 887.803 887.803 1/75 413.721 8/68 154.334 21/55 
CAMPA 1615 21,33,55,77,99,127 508 181.196 1.624.631 1.624.631 1/43 422.444 5/39 157.566 17/27 
CAMPA 315 21,33,55,77,99,127 508 215.407 1.271.311 1.271.311 1/36 627.534 5/32 212.103 14/23 
CAMPA 320 21,33,55,77,99,127 520 102.008 829.946 543.394 2/84 312.623 10/76 82.799 29/57 
CAMPA 423 21,33,55,77,99,127 508 215.312 1.655.675 1.655.675 1/36 476.763 5/32 212.120 15/22 
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CAMPA 424 21,33,55,77,99,127 513 227.294 1.376.618 1.376.618 1/34 476.763 6/29 191.202 15/20 
CAMPA 426 21,33,55,77,99,127 511 139.651 1.366.266 1.366.266 1/47 422.451 4/44 163.319 14/34 
CAMPA 432 21,33,55,77,99,127 505 143.602 1.366.425 1.366.425 1/55 380.931 7/49 154.527 20/36 
CAMPA 472 21,33,55,77,99,127 518 108.293 1.336.505 1.336.505 1/80 384.845 8/73 83.553 24/57 

CAMPA 1818 21,33,55,77,99,127 508 197.725 1.366.404 1.366.404 1/39 398.595 6/34 163.319 17/23 
CAMPA 1819 21,33,55,77,99,127 511 143.580 887.812 887.812 1/55 413.773 8/48 154.527 20/36 
CAMPA 563 21,33,55,77,99,127 508 161.607 1.366.455 1.366.455 1/50 380.928 7/44 124.329 21/30 
CAMPA 688 21,33,55,77,99,127 508 136.845 856.035 856.035 1/59 379.735 8/52 114.990 23/37 
CAMPA 689 21,33,55,77,99,127 508 150.778 855.561 855.561 1/52 380.928 8/45 153.769 22/31 
CAMPA 867 21,33,55,77,99,127 508 150.775 855.363 855.363 1/52 380.928 8/45 153.769 21/32 
CAMPA 852 21,33,55,77,99,127 500 25.156 1.366.410 1.366.410 1/331 466.488 6/326 113.292 19/313 

CAMPA 1827 21,33,55,77,99,127 508 140.021 855.999 855.999 1/56 396.464 8/49 154.469 20/37 
CAMPA 1828 21,33,55,77,99,127 502 150.310 638.474 628.409 2/51 413.950 8/45 155.338 21/32 
CAMPA 1812 21,33,55,77,99,127 505 170.439 887.740 887.740 1/46 466.488 7/40 122.601 20/27 
CAMPA 1821 21,33,55,77,99,127 505 62.623 887.803 887.803 1/129 497.866 6/124 190.291 17/113 
CAMPA 1822 21,33,55,77,99,127 508 154.419 887.745 887.745 1/51 498.547 6/46 163.319 17/35 
LMG16227 21,33,55,77,99,127 579 81.872 1.226.026 1.226.026 1/99 235.368 10/90 78.895 33/67 
LMG23253 21,33,55,77,99,127 500 29.165 553.797 516.028 2/246 324.317 9/239 80.892 26/222 
LMG23255 21,33,55,77,99,127 507 88.064 807.300 807.300 1/82 379.445 8/75 82.306 25/58 
CAMPA 242 21,33,55,77,99,127 507 181.793 1.096.737 1.096.737 1/43 413.703 7/37 163.319 18/26 
CAMPA 250 21,33,55,77,99,127 501 163.742 1.096.758 1.096.758 1/48 466.404 6/43 212.119 17/32 
CAMPA 184 21,33,55,77,99,127 512 170.909 1.366.349 1.366.349 1/38 413.721 4/35 122.535 16/23 
CAMPA 181 21,33,55,77,99,127 508 151.456 887.803 887.803 1/52 398.617 8/45 126.781 22/31 
CAMPA 186 21,33,55,77,99,127 508 166.896 887.803 887.803 1/47 412.639 8/40 154.402 21/27 
CAMPA 187 21,33,55,77,99,127 500 63.851 1.096.742 1.096.742 1/127 413.721 7/121 163.319 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 línea MLST de la web del Centro 
para Epidemiología Genómica (https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/). Las secuencias de 
nucleótidos de cada alelo, los perfiles alélicos y los tipos de secuencias para todos los aislados 
están disponibles en el sitio web de CBc PubMLST (http://pubmlst.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 
1 FQ 8294 349 164 224 226 73 71 74 872 
2 NF 285 349 164 224 226 73 71 74 872 
2 FQ 8508 64 80 76 105 97 89 70 102 
2 FQ B 046 349 164 224 226 73 71 74 872 
2 FQ B 179 349 164 224 226 73 71 74 872 
3 NF 174 349 164 224 226 73 71 74 872 
3 NF 244 349 164 224 226 73 71 74 872 
3 NF 223 349 164 224 226 73 71 74 872 
3 FQ B 032 64 80 76 105 97 89 70 102 
3 FQ B 351/14 349 164 224 226 73 71 74 872 
3 FQ C 2524 349 164 224 226 73 71 74 872 
3 FQ C 2788 349 164 224 226 73 71 74 872 
3 FQ D 2378 349 164 224 226 73 71 74 872 
4 FQ 8452 349 164 224 226 73 71 74 872 

4 FQ B 539-1 349 164 I 
 226 73 71 74 STI-1 

4 FQ B 789 349 164 224 226 73 71 74 872 
4 FQ B 1003 349 164 I 226 73 71 74 STI-1 
5 FQ 7887-1 349 164 224 226 73 71 74 872 
5 FQ 8793-2 349 164 224 226 73 71 74 872 
5 HSM 005 349 I 224 226 73 71 74 STI-2 
5 HSM 9169-1 349 164 224 226 73 71 74 872 
5 HSM 9169-2 349 164 224 226 73 71 74 872 
6 FQ B 808 349 164 224 226 73 71 74 872 
6 FQ B 421/14 349 164 224 226 73 71 74 872 
6 FQ C 2860 349 164 224 226 73 71 74 872 
6 FQ C 2947 349 164 224 226 73 71 74 872 
6 FQ C 3061 349 164 224 226 73 71 74 872 
6 FQ C 3158 349 164 224 226 73 71 74 872 
6 FQ D 2430 349 164 224 226 73 71 74 872 
6 FQ D 2501 349 164 224 226 73 71 74 872 
6 FQ D 2555 349 164 224 226 73 71 74 872 
6 FQ D 2620 349 164 224 226 73 71 74 872 
7 NF 87 349 164 224 226 73 71 74 872 
7 FQ 7905 349 164 224 226 73 71 74 872 
8 FQ C 2521 64 80 76 105 97 89 70 102 
8 FQ C 3108 64 80 76 105 97 89 70 102 
8 FQ D 2574 64 80 76 105 97 89 70 102 
9 FQ 8232 349 164 224 226 73 71 74 872 

https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/
http://pubmlst.org/CBc
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9 FQ 9102 349 164 224 226 73 71 74 872 
10 HST 195 349 164 224 226 73 71 74 872 
10 HST 196 349 164 224 226 73 71 74 872 
10 HST 210 349 164 224 226 73 71 74 872 
10 HSTB 15 349 164 224 226 73 71 74 872 
10 HSTB 16 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HST 64 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HST 105 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HST 106 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HST 108 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HST 116 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HST 169 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HST 172 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HST 187 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HST 234 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HSTB 32 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HSTB 38 349 164 224 226 73 71 74 872 
11 HSTB 39 349 164 224 226 73 71 74 872 
12 FQ D 2673 64 80 76 105 97 89 70 102 
13 FQ D 2710 151 192 245 158 173 152 151 482 
14 LMG 16627 89 164 I 164 98 156 158 STI-3 
15 LMG 23253 64 80 76 105 97 89 70 102 
16 LMG 23255 64 80 76 105 97 89 70 102 
17 CCUG 54369 89 164 I 164 98 156 158 STI-3 
18 CCUG 59607 89 164 I 164 98 156 158 STI-3 
  HST 74 151 192 245 158 173 152 151 482 
  HST 144 151 192 245 158 173 152 151 482 
  5242 64 80 76 105 97 89 70 102 
  6568 151 192 245 158 173 152 151 482 
  6664 64 80 76 105 97 89 70 102 
  6666 64 80 76 105 97 89 70 102 
  6808 64 80 76 105 97 89 70 102 
  6810 64 80 76 105 97 89 70 102 
  6812 64 80 76 105 97 89 70 102 
  CCUG 58711 151 192 245 158 173 152 151 482 
  CCUG 59019 64 80 76 105 97 89 70 102 
  CCUG 59223 64 80 76 105 97 89 70 102 
  LMG 23361T 64 80 76 105 97 89 70 102 
  LTEB 64 I 80 122 97 89 151 STI-4 
  FFH2055 349 164 224 226 73 71 74 872 
  MS14 89 217 630 39 327 71 419 910 
  FFI-28 64 80 76 105 97 89 70 102 
  FL-1-2-30-S1-D0 89 422 I 39 54 71 I STI-5 
  CH-1 64 80 76 105 97 89 70 102 
  ZCC 64 80 76 105 97 89 70 102 
  SK875 64 80 76 105 97 89 70 102 
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