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Resumen

Introduccion. La recuperacién de Burkholderiacepa-
cia(anteriormente Pseudomonascepacia), se descri-
be desde hace 20 afios en pacientes con fibrosis
quisticaatendidosen centrosespecializados.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la flora
bacteriana de esputo o hisopados faringeosen la
totalidad de los enfermos con fibrosis quistica
gue concurren a nuestro servicio y conocer la
prevalencia deB. cepaciaen esta poblacion de 50
pacientes, mediante un medio de cultivo selecti-
vo (agar selectivoBurkholderiacepacia).

Poblacion, material y métodos. Se trata de untrabajo
prospectivo analitico que abarcé los 50 enfermos
fibroquisticos que se atienden en nuestro centro,
desde julio del afio 2000 hasta la actualidad. Se
procesarontodas las muestras de esputo o hiso-
pado de fauces usando los siguientes métodos de
laboratorio: a) agar selectivo Burkholderia cepacia;
b) métodos bioquimicos: xilosa, movilidad, lactosa
y lisina; c) identificacion fenotipicacon el API-20
N.E.; d) paralaidentificacion genéticaen genomo-
varesse utilizé lareaccion en cadenade polimerasa
(PCR) efectuada en el University of Michigan
Medical Center, EE.UU. (Dr. John Lipuma).
Resultados. En abrily mayo del 2001 se identificaron
dos cepas que se clasificaron en la Universidad de
Michigan como genomovar (GNMV) II (B. multi-
vorans) en el enfermo N° 1,y GNMV IV (B.stabilis),
enelenfermoN° 2, lo queresultaen una prevalencia
de B. cepacia del 4% en nuestra poblacion.
Conclusiones. Es de gran importancia desarrollar las
técnicas de laboratorio apropiadas paraladetecciéon
de laB.cepaciaentodosloscentrosdefibrosis quistica,
por las importantes repercusiones que este germen
tiene en la morbimortalidad y por las medidas de
control epidemiolégico que deben implementarse
paraevitar latransmision cruzada. También el desa-
rrollocreciente de trasplantes pulmonares haceim-
prescindible su clasificacién genética a la hora de
indicar o contraindicar este procedimiento.
Palabras clave: Burkholderia cepacia, genomovar,
fibrosis quistica, agar selectivoBurkholderiacepacia.

Summary

Burkholderia cepacia (formerly known asPseudomo-
nas cepacia) was described in patients with cystic
fibrosisthatattended to specialized centers nearly
20 years ago. The objective of this study was to
examine bacterial flora in sputum and pharyn-
geal swabs in patients with cystic fibrosisseenin
our service, and to determine the prevalence ofB.
cepaciain this population of 50 patients by means
of aselective culture medium (Burkholderiacepacia
selective agar).

Population, material & methods. Thiswasaprospec-
tive analytical study that included the 50 patients
with cystic fibrosis seen in our center since July
2000. All the samples of sputum or pharyngeal
swabs were studied with the following examina-
tions: a) Burkholderia cepacia selective agar; b) bio-
chemical methods: xylose, movility, lactose and
lysine; ¢) phenotypical identification with the AOI-
20N.E.; d)forgeneticidentificationingenomovars,
the polymerase chain reaction performed in The
University of Michigan Medical Center, in U.S.A.,
(JohnLipuma, M.D.), was used.

Results. On April and May 2001, two strains were
classified as Genomovar Il (B. multivorans) and
Genomovar IV (B. stabilis), with an overall preva-
lence of infection with B. cepacia of 4% in our
population.

Conclusions. It is very important to develop ap-
propriate laboratory techniquesin order to detect
B. cepaciain all the centers that assist patients with
cystic fibrosis, as these infections have a major
impact on morbidity and mortality, and because
of the epidemiologic control measures that should
be adopted in order to avoid cross-infections.
Besides these considerations, the increasing use
of lung transplantation constitute a mandatory
indication for geneticclassification of these infec-
tions in order to indicate or contraindicate this
procedure.

Key words: Burkholderia cepacia, genomovar, cys-
tic fibrosis,Burkholderiacepaciaselectiveagar.

INTRODUCCION
“Sentémonos ante los ‘hechos’ como lo
hacen los nifios en su inocencia, estemos
listos a dejar de lado nuestros preconceptos,
sigamos humildemente a la naturaleza a
todos los abismos que nos presente, 0 no

aprenderemos nada.”
T.H. HuxLey

La infeccidén por Burkholderia cepacia
(Bc) hasido reconocida en pacientes con
fibrosis quistica. A pesar de que nuestro
centro tiene una experiencia de 15 afios
en el seguimiento de pacientes fibro-
guisticos que han sido sometidos a in-
tensas terapias con antibioticos durante
mucho tiempo, nos llamaba la atencién
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no haber detectado este germen hasta el
momento. Su hallazgo es citado por la bi-
bliografia desde hace 20 afios!? en centros
del hemisferios norte.

Antiguamente clasificada como una es-
pecie de Pseudomonas, estudios de su biolo-
gia molecular, epidemiologia y virulencia
sugieren que es biolégicamente diferente
de la Pseudomonas aeruginosa® Es un ger-
men gramnegativo que se desarrolla en
individuos con compromiso inmunolégi-
co, particularmente en pacientes con fibro-
sis quistica. Segun el registro nacional de
pacientes de la Fundacion de Fibrosis Quis-
tica de EE.UU. (1996) su prevalencia es de
3,6%.4

Se han descripto cinco variedades gené-
ticas (genomovares), cuyo conjunto se de-
nomina “complejo Burkholderia cepacia”.
Tres de ellos tienen ya asignados nombres
de especie, otros alin no estan tipificados
exactamente con caracteristicas propias de
transmisibilidad y frecuencia de hallazgos
en cultivos®® (Tabla 1).

Laveracidad de la falta de hallazgos de
Burkholderia cepacia en nuestros pacientes
era cuestionable y, teniendo en cuenta la
observacion de manifestaciones clinicas
sospechosas (descensos espirométricos
muy rapidos, cuadros febriles prolonga-
dos)-8 y ante la sospecha de que los medios
de cultivo podian ser la causa de la falta de
deteccion, se elabord el agar especifico para
Burkholderia cepacia (ASBC) de acuerdo a
las sugerencias del Dr. John Lipuma, de la
Universidad de Michigan, EE.UU.

Los importantes cambios terapéuticos,
epidemiolégicos (aislamiento del pacien-
te) y de pronéstico que implica el hallazgo
de estos gérmenes 62 justifican que todos

TasLA 1. Clasificacion genética de la B. cepacia

Caracteristicas de las variedades genéticas (genomovares) del complejo
Burkholderiacepacia

Genomovar

Noclasif. B.multivorans  Noclasif.

Genomovar ~ Genomovar  Genomovar  Genomovar
| Il 1 v Vv
B. stahilis B. vietamensis

Transmisibilidad

0 (+) (+++4) 0 0

(+) (+++) (+++4) (++) (+)

ModificadadeSpeertD. InfectMed2001;18:49-56 .

los centros de fibrosis quistica enfoquen
con seriedad este problema.

El objetivo del presente trabajo fue: 1)
conocer la prevalencia de aislamiento de
Burkholderia cepacia en los pacientes con
fibrosis quistica seguidos en nuestro servi-
cio; 2) tomar las medidas apropiadas desde
el punto de vista terapéutico y de control
epidemioldgico.

POBLACION, MATERIAL Y METODOS

Se estudi6 con cultivos apropiados la
totalidad de los enfermos seguidos por
nuestro centro. El nimero total de pacien-
tes fue de 50 y sus edades, de 6 meses a 24
afios. Nuestro centro controla a pacientes
de Mendoza y provincias aledafas desde
hace 15 afios, habiéndose formado un equi-
po multidisciplinario para la atencién glo-
bal de esta compleja patologia.

Se trata de un trabajo prospectivo anali-
tico que abarcé todo nuestro universo de
pacientes fibroquisticos. Los pacientes fue-
ron diagnosticados por medio de la prueba
del sudor (por lo menos 2 determinaciones
positivas) y coincidencia con la clinica.

Desde julio del afio 2000, en todos los
enfermos se utiliz6 el ASBC>1%1! paraculti-
var la muestra de esputo, o hisopado farin-
geo si no podian expectorar. Se proces6 un
numero variable de muestras por paciente
(2 a 8), con un total de 220 muestras.

Antes de esa fecha, las muestras se
procesaban con los medios de cultivo habi-
tuales para el aislamiento de Pseudomonas,
Staphylococcus y Haemophilus (agar cetrimi-
da, agar manitol salado, agar sangre de
carnero y agar chocolate).

Para la identificacion de laBurkholderia
cepaciaen nuestro laboratorio se utilizaron
los siguientes métodos:

e El ASBC,!%11 constituido por: CINa, saca-
rosa, lactosa, rojo fenol, violeta cristal,
peptona triptasa, extracto de levadura y
agar, pH del medio: 7. Después de some-
terlo a autoclave por 20 minutos se agre-
ga polimixina, gentamicina y vancomici-
na a los cuales laBc es resistente. De esta
manera sélo el patégeno crece en este
medio, produciendo un viraje del naran-
ja al rojo.

= Para la tipificacion bioquimica se utiliza-
ron pruebas de: xilosa (+), movilidad (+),
lactosa al 10% (+) y lisina (+).
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= Para la identificacion fenotipica se utili-
z6 el API 20 N.E (Bio-Merieux S.A. Marcy
I’Etoile-Francia).

En el laboratorio de Burkholderia cepacia
Research and Laboratory and Repository, del
Centro Médico de la Universidad de Michi-
gan, en EE.UU., donde fueron enviadas las
dos cepas encontradas en un medio de
transporte apropiado, se utilizaron los mis-
mos métodos bioquimicos, agregandose la
clasificacion genética en genomovares por
medio de la reaccidn en cadena de la poli-
merasa (PCR).

Las pruebas de sensibilidad segun nor-
mas NCCLS no dan puntos de corte para
bacilos no fermentadores, con excepcidn
de Pseudomonas aeruginosa. Se realiz6 una
estimulacidn cualitativa por formacién de
halos de antibidtico.

RESULTADOS

Se encontro B. cepacias6lo en 2 de los 50
enfermos estudiados. En la Tabla 2 se pre-
sentan los resultados de los estudios bacte-
riolégicos. Se enviaron muestras de dos
cepas ya estudiadas en Mendoza por me-
dio de ASBC, reacciones bioquimicas y API
20 N.E (bioguimico). En ambos enfermos
se corroboré la presencia de B. cepacia, que
se clasificaron en genomovares por medio
de PCR. El enfermo N° 1 presenté el geno-
movar Il (B. multivorans) y el N° 2, el geno-
movar 1V @. stabilis).

TasLA 2. Hallazgos en cultivo (ASBC) y métodos
bioquimicos (Laboratorios en Mendoza y
EE.UU.)

Hallazgos bacterioldgicos en los dos enfermos
con B. cepacia

Medio utilizado EnfermoN°1 EnfermoN°2
Crecimientoen ASBC + +
Anaélisisbioguimico
Oxidasa + +
ONPG + +
Lisina decarboxilasa + +
Producciéndeécido
De sacarosa -
De lactosa + +
PCR +(B. multivorans) +(B. stabilis)

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Universidad de
Michigan. Lab. Dr. J. Lipuma.

Paciente 1

Sexo: masculino. Edad: 14 afios. Rela-
cién peso-talla (P/T): 95% en 1999. P/T:
87% al alta en 2001.

Espirometrias: en 1999 tenia un volu-
men espiratorio forzado en el primer se-
gundo (VEF)), porcentaje de lo teorico
(PDT) de 101%. En abril 2001, al detectarse
el germen, llegd a su nivel mas bajo histo-
rico: VEF, (PDT): 37%. VEF, (PDT): 86% al
alta, después del tratamiento.

Radiologia: puntaje de Brassfield= 15
durante los afios 2000 y 2001. (Maximo
normal 25). (Un valor de 15 indica impor-
tantes lesiones radiolégicas).

Hemograma: GR 4.620.000/ mm?3, leuco-
citos: 7.600/mm?, neutroéfilos 54%. Eritrose-
dimentacion (ESD): 15 mm.

Cultivos de esputo: en 1999 se hallé
Staphylococcus aureus meticilinosensible (MS)
por lavaje broncoalveolar (LBA). La técnica
de tincion con anticuerpos monoclonales en
el mismo LBA fue negativa para micobac-
terias atipicas, Pneumocystis carinii, Mycoplas-
ma pneumoniae, Chlamidia (genérico) y Legio-
nella pneumophila. En abril de 2001 se detectd
la Burkholderia cepacia (B. multivorans), que ha
permanecido en sus secreciones hasta la re-
daccién de este informe.

Sensibilidad del germen: Sensible a:
cefoperazona (cfp), meropenem (mr), pipe-
racilina-tazobactam (taz), ceftazidima (caz),
aztreonam (azt), cefepime (fep). Resistente
a: amikacina (akn), polimixina (poli).

Tratamiento: ceftazidima-amikacina du-
rante 15 dias. Este tratamiento se habia
iniciado y completado antes de la certifica-
cién del hallazgo de laBc.

Evolucién: durante el afio 1999 experi-
mento sélo dos exacerbaciones de su enfer-
medad y fue internado una vez. Durante el
afo 2000 consulté en dos oportunidades y
no se detectaron exacerbaciones. Enel 2001
secomprobaron cuatro exacerbaciones, dos
de las cuales requirieron internacion.

Paciente 2

Sexo femenino. Edad 9 afios. P/T: 110%
en el afio 2000. Larelacién P/T se ha man-
tenido en esa cifra.

Espirometrias: VEF, (PDT): 89% (afio
2000), VEF, (PDT): 69% (afio 2001).

Radiologia: Puntaje de Brassfield 23 (afio
2000), puntaje de Brassfield: 16 (afio 2001).
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Cultivos de esputo: Durante el afio 2000
se realizé LBA que fue negativo para bacte-
rias. Fue positivo paraPneumocystis carinii
(tincion por anticuerpos monoclonales).
Durante el afio 2001 se encontr6 Staphylo-
coccus aureus MS. Un segundo LBA detecto
Chlamydia (genérico) por tincién con anti-
cuerpos monoclonales. En mayo de 2001 se
detectd Burkholderia cepacia (B. stabilis).
Después del tratamiento, no se detectd B.
cepaciaa partir de agosto del mismo afio, ni
en las sucesivas muestras.

Sensibilidad de B. cepacia: sensible a:
cfp, mer, taz, azt, imipenem, caz. Resisten-
te: akn, poli.

Tratamiento: ceftazidima-amikacina 15
dias. Ya estaba terminando el tratamiento
cuando se confirmo la B. cepacia.

Evolucion: Durante el afio 2000 experi-
menté gran cantidad de exacerbaciones
pulmonares de su enfermedad (n=9) y fue
internada 4 veces. Durante el afio 2001 la
evolucion clinica fue similar.

CONCLUSIONES

Se detectaron dos enfermos conB. cepacia
en su esputo, sobre 50 estudiados que cons-
tituyen el universo de pacientes fibroquis-
ticos de nuestro centro. Esto determinauna
prevalencia de 4%, lo cual coincide con los
hallazgos en otros lugares?

DISCUSION

La Burkholderia cepacia es un germen
gramnegativo, no fermentador, cuya bus-
gueda en los enfermos fibroquisticos es
imprescindible por las consecuencias clini-
cas, terapéuticas y epidemiolégicas que
genera.

Se han descripto tres formas clinicas en
los enfermos colonizados por B. cepaciaque
se resumen del siguiente modo: a) muchos
pacientes se mantienen estables a pesar de
la colonizacion, b) 20% fallece por neumo-
nia necrotizante rapidamente progresivay
c) otros presentan el “sindrome de la cepa-
cia”, que consiste en una severa falla respi-
ratoria con bacteriemia?-t?

Creemos que el descenso del VEF, en
nuestros enfermos se relaciond con la colo-
nizaciéon por B. cepacia, ya que anterior-
mente este valor se habia mantenido mu-
cho mas estable, aunque, al ser la fibrosis
guistica una enfermedad determinada por

numerosas variables, esto es imposible de
afirmar con total seguridad.

Es fundamental, también, proceder a la
clasificacién genética en genomovares, ya
que ésta tiene incidencia directa en la com-
prensidn de la evolucion clinica de los en-
fermos, su pronostico, tratamiento y direc-
tivas de aislamiento epidemiolégico. Esta
clasificacion genética también tiene impor-
tancia para las indicaciones o contraindi-
caciones de trasplante pulmonar.

Se sugiere rechazar como candidatos a
los pacientes con el Grupo Il dado que
presentan una incidencia de septicemia,
insuficiencia respiratoria progresiva (sin-
drome de la cepacia) y mortalidad postras-
plante del 509%.5:13-15

El progresivo desarrollo de centros de
estudio y tratamiento de la fibrosis quistica
en nuestro pais conlleva la responsabili-
dad simultanea de la complejidad de los
tratamientos, el desarrollo de técnicas de
laboratorio y un control epidemiolégico
responsable. El ingreso de centros como el
nuestro a planes de trasplante pulmonar o
cardiopulmonar hace aln mas necesario
determinar el perfil bacterioldgico de los
enfermos en lista de espera, para permitir
a los centros de trasplante tomar la deci-
sién correcta,'®:*416 junto con el centro de
diagnostico y tratamiento de la fibrosis
quistica. La multirresistencia de la Bc, en
especial a los aminoglucésidos, crea pro-
blemas especiales para su control,}”-1° si se
tiene en cuenta el deterioro acelerado que
presentan en su cuadro algunos grupos de
enfermos afectados por este patégeno.®*

La ubicacion de la Burkholderia cepacia
en la naturaleza hace prever que se encon-
trara en otros centros de tratamiento si se la
busca cuidadosamente.

Lacreacion del medio especial ASBC no
es compleja y deberia ser rutinaria su apli-
cacion en todos los centros de seguimiento
de la enfermedad fibroquistica. LaBurkhol-
deria cepaciaa menudo se clasifica errénea-
mente %20 A partir del hallazgo de este
germen hemos debido separar los dias de
control de los enfermos afectados, aislan-
dolos del resto, que ya habiamos agrupado
en diferentes dias de consultorio externo,
segun tuvieran o noPseudomonas aeruginosa,
como se realiza en otros hospitales. Tam-
bién ha sido necesario modificar la asigna-
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n de camas en la internacién para man-

tenerlos separados, ya que se ha compro-
bado la transmisidn de paciente a pacien-
te.!521.22Paraladeambulacion porel hospi-

tal,

las

se requiere mascarilla 'y haberse lavado
manos antes de salir de la sala?® Las

diferentes cepas de Burkholderia cepacia
identificadas sugieren que estos enfermos

no

se contagiaron entre si. 1
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