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RESUMEN

Los sistemas transportadores de electrones en bacterias, son diferentes entre especies dependiendo de las con-
diciones de crecimiento. No existen estudios previos acerca de los sistemas respiratorios de Burkholderia cepacia,
bacteria perteneciente a la familia Burkholderiaceae caracterizada por ser un bacilo gram-negativo, aerdbico,
movil y poco exigente. El propdsito de esta investigacion fue conocer los sustratos endégenos usados por este
microorganismo y el efecto del cianuro en su sistema respiratorio.

Los resultados permiten postular un modelo de cadena respiratoria de B. cepacia compuesto por NADH deshi-
drogenasa, succinato deshidrogenasa, ubiquinol oxidasa y un tipo de citocromo oxidasa. También se observé que
el KCN tiene un efecto mucho mayor sobre la actividad de succinato oxidasa que en la NADH oxidasa, mientras
en el ensayo de la ascorbato+TMPD oxidasa muestra una alta sensibilidad al cianuro, lo que sugiere una oxidasa
terminal sensible al cianuro.
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ABSTRACT

Electron transport systems in bacteria vary from somes species to another depending of the growth conditions.
There are not any previous studies about Burkholderia cepacia’s respiratory system. This bacteria belongs to the
Burkholderiaceae family, and is a gramnegative rod, aerobic, mobile, little exigent. The objective of this study was
to know the endogenous substrates used for this microorganism and the effect of cyanide on the B. cepacia’s
respiratory system. The results obtained, allow postulating a model of B cepacia’s respiratory chain, which is
composed by NADH dehydrogenase, succinate dehydrogenase, an ubiquinol oxidase and a type of cytochrome
oxidase. The KCN has a much greater effect on the activity of succinate oxidase than the NADH oxidase, while in
the assay of ascorbate oxidase + TMPD shows a high sensitivity to cyanide, suggesting terminal oxidase sensitive
to cyanide.
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INTRODUCCION

Burkholderia cepacia es un microorganismo qui-
mioorgandtrofo poco exigente que se caracteriza
por habitar una gran variedad de ambientes, un
biocontrolador de plagas (1, 2), un patégeno para
plantas y humanos (3) y por tener la capacidad
de degradar diversos sustratos (1, 2), incluyendo
compuestos toxicos para el ser humano como los
hidrocarburos clorados con el objetivo de obtener
la energia necesaria para sus actividades meta-
bélicas (2, 4, 5). Esta produccién de energia es el
resultado de procesos como la respiracion, la cual
favorece la formacién de un gradiente de protones
necesario para la sintesis de ATP (6, 7). Los sistemas
bacterianos se caracterizan por su gran diversidad
en la cadena transportadora de electrones, la cual
ha sido estudiada en algunos géneros de Betapro-
teobacterias, como Eikenella (8), Alcaligenes (9-10)
y Neisseria (11, 12), asi como en el género Pseudo-
monas, perteneciente a la clase Gammaproteobac-
teria, con las cuales presenta ciertas similitudes
fenotipicas.

La investigacion bibliografica indica que no exis-
ten antecedentes sobre la composicidn, estructura
y efecto de algunos compuestos como el cianuro
sobre el sistema respiratorio de B. cepacia, razén
por la cual se hace necesario realizar investigacio-
nes que permitan conocer los distintos sustratos
enddgenos usados como donantes primarios de
electrones, la presencia de deshidrogenasas en
condiciones aerdbicas en el sistema respiratorio de
este microorganismo y el efecto del KCN sobre los
diferentes complejos enzimaticos.

MATERIALES Y METODOS

Proceso de recoleccidn y procesamiento de datos

Para el presente estudio se utilizé una cepa silves-
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tre de Burkholderia cepacia, aislada del suelo de la
finca La Abundancia, localizada en el municipio de
Sabanagrande, Atlantico.

Medio de cultivo

Se utilizdé un medio enriquecido que mantuvo la
cepa viable, Agar Tripticasa de Soya TSA a tempe-
ratura ambiente. Los cultivos se realizaron en ma-
traces de 2 L cada uno con 1 L de medio TSA a tem-
peratura ambiente y en agitacidon constante a 125
rpm. Para iniciar el cultivo, se utilizé un inéculo de
1% del volumen del medio de cultivo; el inéculo se
prepara de acuerdo con la técnica de cultivo activo
Collier (13), consistente en hacer por lo menos tres
transferencias (1/50) seriadas en la mitad de la fase
exponencial, esta técnica permite homogeneizar el
crecimiento, el cual se siguid por espectrofotome-

tria a 660 nm.

Obtencion de biomasa

Se colectaron las células al inicio de la fase estacio-
naria por centrifugacién a 10000 rpm a 4°Cy 10 mi-
nutos. El paquete celular se lavé cada vez por tres
veces con amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 7,4 y
centrifugacion a 10000 rpm a 4°C por 10 min. La
biomasa obtenida se almacené a -70°C.

Obtencion de membranas

Las células se resuspendieron en el amortiguador
(Tris-HClI 50 mM -EDTA 5mM pH 7,5 = TES pH 7,5),
se incubaron con lisozima a 37°C por 30 minutos;
posteriormente, se resuspendieron en amortigua-
dor TES pH 7,5 en presencia de PMS-f (Fenasina
metasulfato - inhibidor de proteasas) y se frac-
cionaron mecanicamente por sonicacién, centri-
fugando a 10000 rpm a 4°C por 20 minutos, para
luego recolectar el sobrenadante; inmediatamen-
te, se volvid a centrifugar a 25000 rpm a 4°C por
tres horas, con el fin de sedimentar las membra-

nas, las cuales se lavaron por tres veces con 60 mL
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del amortiguador de fosfato pH 7,2; finalmente, las
membranas se almacenaron a -70°C para ser utili-
zadas posteriormente en los ensayos enzimaticos.
La concentracidon de proteinas fue determinada por
el método de Lowry modificado (14), en el cual se

uso la albumina como estandar.

Ensayos enzimaticos de oxidasas y oxidorreducta-
sas

Oxidasas

Las actividades se midieron por el método pola-
rografico a 37°C como se describe por Jaramillo
et al. (8), con un electrodo tipo Clark cubierto con
una membrana ultrafina de teflon (YSI model 53
Oxygen-meter, Yellow Spring Instruments). El me-
dio de la reaccién, en un volumen final de 2,2 mL,
estaba compuesto por fosfato de potasio 100 mM
con pH 7,4 para los ensayos de NADH y succinato
oxidasay con un pH 6,8 para Ascorbato + TMPD oxi-
dasay 1,0 mg de proteina de membranas celulares.
Las actividades se expresan como nAtO, consumi-
dos por minutos por mg de proteina (nAtO,/min/

mg proteina).

NADH y succinato oxidasa. La reaccion de NADH
oxidasa inicié con la adicidén del sustrato NADH a
concentracion final de 0,5 mM al medio de reac-
cion. Para medir la succinato oxidasa, a la mezcla
de reaccion se le agregaron 15 mL de succinato 0,6
M, se incubd durante 5 minutos y se desencadend
la reaccion con succinato a una concentracion final
de 40 mM.

Citocromo c¢ oxidasa (Ascorbato + TMPD oxida-
sa). La actividad se midio utilizando una mezcla de
TMPD 8 mM vy ascorbato de sodio 0,8 M pH 7,0; a
la actividad resultante se le resta el pequefio con-
sumo de oxigeno que ocurre en ausencia de mem-

branas, debido a la auto-oxidacion de los sustratos.

Oxidorreductasas

Las actividades de las oxidorreductasas presen-
tes en membranas celulares se determinaron por
espectrofotometria a temperatura ambiente. Se
utilizd el compuesto diclorofenolindofenol (DCPIP,
azul) que cambia a leuco cuando ocurre la reaccién
de 6xido-reduccidn. Estos ensayos se realizaron de
acuerdo con lo descrito por Escamilla et al. (15);
la reduccién del DCPIP se siguié a 600 nm con un
coeficiente de extincion molar de 21 (mM-cm)?
para un volumen total de 1 mL. La actividad se ex-
presd en nanomoles de DCPIP reducidos por minu-

to por mg de proteina.

NADH: DCPIP oxidorreductasa. La reaccion enzi-
matica es la siguiente: NADH + DCPIP (azul) (NAD
+ DCPIP H, (leuco). La mezcla de reaccion contenia
fosfato de potasio 100 mM a pH 7,4 KCN 0,1 mM
DCPIP 0,08 mM, NADH 0,2 mM vy la reaccién se
comenzd con la adicion de 1 mg de proteinas de

membranas.

Succinato: PMS + DCPIP oxidorreductasa. La mezcla
de reaccién contenia fosfato de potasio 100 mM a
pH 7,4 KCN 1 mM succinato 42 mM, material biol6-
gico (mg de proteina), se pre-incubd durante 5 min.
y se inicio la reaccién con PMS 1,0 mM y DCPIP 0,08
mM.

Actividades de oxidasas y oxidorreductasa en pre-
sencia de KCN

Las actividades de la NADH oxidasa y succinato
oxidasa en presencia de KCN, se evaluaron usando
concentraciones de inhibidor desde 10 a 300 uM.
La actividad de la ascorbato + TMPD oxidasa se es-
tudio empleando concentraciones de KCN desde 10
a 100 uM. Con respecto a los ensayos de las activi-
dades de la NADH oxidorreductasa y succinato oxi-
dorreductasa, se utilizaron concentraciones de KCN
desde 25 a 100 uM.
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EI KCN se disolvié en buffer K.HPO, 50 mM pH 7,4,
este se conservaba durante los ensayos a una tem-
peratura de 4°C, sumergido en hielo para evitar su
descomposicion.

RESULTADOS

Disefio del medio de cultivo

La composicidon de un medio de cultivo que favore-
ciera el crecimiento éptimo de B. cepacia en condi-
ciones aerdbicas se establecid utilizando como me-
dio base el caldo tripticasa de soya (TSA) (Ver tabla

1). Sin embargo, los componentes caseina peptona
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dologia planteada; razén por la cual se realizaron
diferentes experimentos variando las concentra-
ciones de algunos componentes del medio como
el hidrolizado de caseina, el cual contiene 54% de
aminodcidos libres y 36% de péptidos de 2 a 4 ami-
noacidos; extracto de levadura, que contiene una
mezcla de péptidos, aminoacidos libres, bases ni-
trogenadas, ademads de vitaminas del complejo B,
glucosa como fuente de carbono de facil asimila-
cion y fosfato de monopotasio. Los resultados son
mostrados en la tabla 3.

Tabla 3. Ensayos de variacion en la concentracion
de los componentes del medio TSA

y peptona de soya fueron reemplazados por hidro- | Componente Concentracion Densidad dptica
. , . ensayada (% 640 nm
lizado de caseina y extracto de levadura debido a la — = yada (%)
Hidrolizado de caseina 1 1,1620
disponibilidad de insumos del laboratorio GIBIOM, 125 12865
definiéndose como medio de trabajo el caldo TSA 0 0,1817
modificado (Ver tabla 2). Extracto de levadura 0,15 0,1865
0,3 0,1929
Tabla 1. Composicion del medio de cultivo liquido Tripticasa de soya 0,6 0,1790
Componentes g/L Glucosa 3 1,2865
Caseina peptona 17 4 1,0882
Peptona de soya 3,0 0 1,29
NaCl 50 Di-hidrégeno fosfato 0,125 1,20
Glucosa 2,5 de potasio 0,25 1,099
Di-hidrégeno fosfato de potasio 2,5 0,5 1,14
pH 7,2 1 0,0752

Fuente: Base de datos del proyecto.

Tabla 2. Composicion del medio de cultivo liquido
Tripticasa de soya modificado

Componentes g/L
Hidrolizado de caseina 8,0
Extracto de levadura 3,0
NaCl 5,0
Glucosa 2,5
Di-hidrégeno fosfato de potasio 2,5
pH7,2

Fuente: Base de datos del proyecto.

Los ensayos llevados a cabo con el medio TSA modi-
ficado (Ver tabla 2) demostraron que el crecimiento
obtenido no satisfacia las necesidades en la canti-
dad de biomasa requerida para ejecutar la meto-

Fuente: Base de datos del proyecto.

Con base en los resultados anteriores, se pudo con-
cluir que la bacteria B. cepacia presentd un creci-
miento dptimo con las concentraciones del medio
TSA modificado a temperatura ambiente (Ver tabla
4).

Tabla 4. Medio de cultivo Tripticasa de soya modificado

Componentes g/L
Hidrolizado de caseina 12,5
Extracto de levadura 3,0
NaCl 5,0
Glucosa 30
Di-hidrégeno fosfato de potasio 1,25
pH7,2

Fuente: Base de datos del proyecto.
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Mantenimiento y obtencion de biomasa

El mantenimiento de la cepa de B. cepacia se rea-
lizd en agar nutritivo suplementado con el antibié-
tico Novobiocina, especifico contra bacterias gram-
positivas en una concentracion de 3 mg/L, con el
objetivo de evitar la contaminacién del cultivo du-
rante el proceso de obtencién de biomasa (16, 17).
Las colonias observadas en este medio de cultivo
se caracterizan por ser de color blanco, textura lisa,
cremosas, de tamafio mediano. Al microscopio se
visualizan bacilos gram negativos, méviles, agru-
pados en cadenas de nueve a doce células. Para la
produccion de biomasa celular se utilizd un inéculo
joven o en fase logaritmica del cultivo sembrado en
medio liquido Tripticasa de soya modificado (Ver
tabla 4), el cual permiti6 obtener cantidades de
biomasa (peso himedo) de 3 + 1,3 g/L. Las células
fueron fraccionadas y se obtuvo una concentracién
de 41 mg de proteinas/mL.

Actividades de las oxidasas y deshidrogenasas

Las actividades observadas en las membranas de la
bacteria B. cepacia obtenidas de cultivos recolecta-
dos al final de la fase exponencial de crecimiento y
en condiciones aerdbicas, muestran un comporta-
miento de la succinato oxidasa de 112 nAtOZ/min/
mg proteinas y de la NADH oxidasa de 125 nAtO,/
min/mg proteinas (Tabla 5), lo cual indica que tanto
el succinato y el NADH son sustratos enddégenos en
el sistema de transporte de electrones de B. cepa-
cia. Los datos anteriores sugieren la presencia de

complejos de la cadena respiratoria que permiten

Tabla 5. Actividades enzimaticas obtenidas en membranas
de B. cepacia cultivadas en condiciones de agitacion

Actividades enzimaticas
Sustratos Oxidasas Deshidrogenasas
(nAtO,/min/mg prot) | (nmoles DCPIP
red/min/mg prot)
Succinato 112 11
NADH 125 30
Ascorbato + TMPD| 265

Fuente: Base de datos del proyecto.

su oxidacidn, la existencia de un flujo de electrones
hasta el aceptor final y la expresidn de oxidasas ter-
minales en las condiciones de cultivo antes mencio-
nadas. En lo referente al comportamiento de la as-
corbato + TMPD oxidasa se encontrd una actividad
promedio de 265 nAtO,/min/mg proteinas, lo cual
sugiere la presencia de un complejo en el sistema
respiratorio que recibe electrones cuando se oxida
el TMPD y posteriormente los transfiere a la oxida-

sa terminal.

Las mediciones enzimaticas de las deshidrogenasas
llevadas a cabo utilizando los sustratos succinato y
NADH evidencian una actividad de SDH y NDH pro-
medio de 11 nmoles DCPIP red/min/mg proteinas
y 30 nmoles DCPIP red/min/mg proteinas (Tabla 5),
respectivamente. Lo anterior sugiere la presencia
de complejos respiratorios | y Il que permiten la en-
trada de protones y electrones al sistema respira-
torio de B. cepacia, aun en actividades bajas de las

dos deshidrogenasas.

Efecto del cianuro sobre la actividad de las oxida-
sas

Los ensayos realizados con KCN sobre la cadena
respiratoria de B. cepacia permitieron ver el efecto
sobre las oxidasas. El estudio del efecto inhibitorio
del cianuro sobre la actividad de la succinato oxi-
dasa muestra una inhibicién al parecer monofasi-
ca (Figura 1), donde se inhibe el 50% con KCN 100
MM y una actividad remanente 25% con KCN 300
UM. El efecto del cianuro sobre la actividad de Ila
NADH oxidasa (Figura 2) muestra una inhibicion del
50% con KCN 200 pM y una actividad remanente
del 45% en presencia de KCN 300 puM. La actividad
de ascorbato + TMPD oxidasa (Figura 3) muestra
una inhibicion del 64% y 86% en presencia de KCN
10 uM y 100 uM, respectivamente, lo que sugiere
una oxidasa muy sensible a cianuro. Al comparar

los porcentajes de inhibicién de las actividades de
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Figura 1. Efecto del cianuro de potasio sobre la actividad enzimatica de la succinato oxidasa. El mayor efecto
inhibitorio del KCN sobre la actividad de la succinato oxidasa observado fue de 25 nAtO,/min/mg proteinas
a una concentracion de 300 uM

Actividad enzimatica
(nAtO2/min/mg prot)

0 50 100 150
KCN (uM)

200 250 300 350

—o— Actvidad enzimatica succinato oxidasa

Fuente: Base de datos del proyecto.

Figura 2. Efecto del cianuro de potasio sobre la actividad enzimatica de la NADH oxidasa. El mayor efecto
inhibitorio del KCN sobre la actividad de la NADH oxidasa observado fue de 50 nAt0,/min/mg proteinas a
una concentracion de 300 uM

Actividad enzimatica
(nAtO2/min/mg prot)

0 50 100

150 200 250 300 350

KCN (uM)

—o— Actvidad enzimatica NADH oxidasa

Fuente: Base de datos del proyecto.

oxidasas, se puede observar una mayor resistencia
en la actividad de la NADH oxidasa respecto a las
actividades de la succinato y ascorbato + TMPD oxi-
dasa (Figura 4), lo que sugiere la presencia de una
oxidasa muy sensible a cianuro y la oxidacidn del
succinato y ascorbato + TMPD.

Efecto del cianuro sobre la actividad de las deshi-
drogenasas

El estudio del efecto del KCN 100 uM sobre la suc-
cinato deshidrogenasa muestra una actividad maxi-
ma de 32 nmoles DCPIP red/min/mg proteinas, a
diferencia de los ensayos realizados sin inhibidor,
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Figura 3. Efecto del cianuro de potasio sobre la actividad enzimatica de la Ascorbato + TMPD oxidasa.
El mayor efecto inhibitorio del KCN sobre la actividad de la Ascorbato + TMPD oxidasa observado fue de
37 nAtOZ/min/mg proteinas a una concentracion de 100 uM

300
275 7
250 1
225 -
200
175
150
125
100 1

75 1

50

25 1

Actividad enzimatica
(nAtO2/min/mg prot)

0 T T T T
10 20 30 40

50 60 70 80 90 100 110

KCN (uM)

—$—Actvidad enzimatica Ascorbato + TMPD oxidasa

Fuente: Base de datos del proyecto.

Figura 4. Efecto del cianuro de potasio sobre la actividad enzimatica
de la succinato, NADH y ascorbato + TMPD oxidasa

100

80

60

40

20 A

% Actividad enzimatica

50 100

—— % Act Succinato oxidasa
Fuente: Base de datos del proyecto.

asimismo se observa una actividad de 16 nmoles

DCPIP red/min/mg proteinas al utilizar concentra-

150

200 250 300 350

KCN (uM)

—8— 9% Act NADH oxidasa —&— % Act Ascorbato + TMPD oxidasa

Tabla 6. Efecto del KCN sobre la actividad enzimatica de la NADH
y succinato deshidrogenasa

Concentracion | Actividad
ciones de cianuro desde 25 a 100 uM (Ver tabla KCN (pM) (nmoles DCPIP red/min/mg prot)
6). El efecto del KCN 100 uM sobre la NADH deshi- > T;: S;)GH
drogenasa muestra una actividad maxima de 300 50 175 18
nmoles DCPIP red/min/mg proteinas, a diferencia LLU Sl o
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de los ensayos realizados sin cianuro; ademas, se
observa una actividad de 126 nmoles DCPIP red/
min/mg proteinas en presencia de KCN 25 uM (Ver
tabla 6 y figura 5). Los datos anteriores indican que
los ensayos de las deshidrogenasas deben desarro-
llarse en presencia de cianuro.

DISCUSION

Durante el proceso de mantenimiento de una cepa
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en estudio es indispensable conocer la fisiologia del
microorganismo, en particular del sistema respira-
torio bacteriano, cuando la expresion de diversos
componentes del mismo depende de la disponi-
bilidad de los sustratos y de los factores externos
presentes durante el cultivo, tales como tensiones
de O,, pH, temperatura y presion osmotica. El cre-
cimiento de Burkholderia cepacia en el medio TSA
modificado y en condiciones de aerobiosis favore-
ce el estudio de las actividades de oxidasas y des-

Figura 5. Efecto del cianuro de potasio sobre la actividad enzimatica de la NADH oxidorreductasa y de la succinato oxidorreductasa.
La mayor actividad de la NADH oxidorreductasa en presencia del KCN fue de 300 nmoles DCPIP red/min/mg proteinas y de 32
nmoles DCPIP red/min/mg proteinas para la succinato oxidorreductasa a una concentracion de 100 uM

350

300 1

250 A

200 1

150 +

Actividad enzimatica
(nmoles DCPIP red/min/mg prot)

100 A

50 4

50 60 70 80 90 100 110

Concentracion de KCN (uM)

—&— Act Succinato oxidorreductasa—®— Act NADH oxidorreductasa

Fuente: Base de datos del proyecto.

Figura 6. Propuesta de la cadena respiratoria aerdbica de B. cepacia

o — IR

Fuente: Base de datos del proyecto.

. :-

1

ASCORBATO+TMPD
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hidrogenasas de este microorganismo, y con ello,
permite establecer un primer esquema acerca del
comportamiento de su sistema transportador de
electrones.

Con base en lo anterior, podemos afirmar que B.
cepacia es capaz de utilizar como sustratos endo-
genos para su sistema respiratorio el NADH vy el
succinato, lo cual demuestra la presencia de un sis-
tema de transporte de electrones constituido por la
succinato y NADH deshidrogenasa y por lo menos
una oxidasa terminal. En la literatura y bases de da-
tos de genomas bacterianos, han sido reportadas
en Burkholderia pseudomallei y Burkholderia ma-
llei mediante estudios de protedmica, la presencia
de una oxidasa terminal insensible al cianuro, una
citocromo d ubiquinol oxidasa y una citocromo ¢
oxidasa (18-20), sin embargo, no ha sido reportada
la existencia de estos complejos respiratorios en B.

cepacia.

En especies del género Burkholderia como B. am-
bifaria, B. cenocepacia, B. mallei, Burkholderia
multivorans, B. phymatum, B. pseudomallei se han
descrito en diversas bases de datos la presencia de
las enzimas succinato, NADH y NADPH deshidroge-
nasa; el hallazgo de estas enzimas ha sido afirma-
da por homologia con genomas de otros géneros
bacterianos (20, 21). En consecuencia, a partir de
los resultados obtenidos se propone al NADH y
succinato como sustratos enddgenos para el sis-
tema transportador de electrones en membranas
de B. cepacia (Ver figura 6), el cual se encontraria
constituido por un sector de entrada, formado por
la succinato y NADH deshidrogenasa, un sector in-
termedio, que transporta electrones y protones,
formado por una quinona enddgena, posiblemen-
te una ubiquinona, en analogia con otras especies
de Burkholderia (18, 19), y por ultimo, un sector

de salida, conformado por oxidasas terminales del

tipo ubiquinol oxidasa y/o citocromo oxidasa, esto
ultimo basandose en resultados de estudios en es-
pecies relacionadas (18-20).

Por otra parte, los ensayos realizados en presencia
de KCN demuestran que la respiracion con succina-
to es muy susceptible, presentando una inhibicién
del 75% de la actividad de la succinato oxidasa, a
diferencia de la respiracion con NADH que fue inhi-
bida en un 55%, en la que se evidencia una menor
susceptibilidad al KCN cuando se emplean las mis-
mas concentraciones de cianuro. Esta menor sus-
ceptibilidad de la NADH oxidasa frente al KCN esta
relacionada con la indicada en Bacillus cereus KCTC
3674, en la cual concentraciones similares de KCN
causaron aproximadamente el mismo porcentaje
de inhibicion de la actividad enzimatica (22). Lo an-
terior indica que posiblemente tanto los electrones
donados por el NADH como por el succinato siguen
una misma via a partir de sus respectivas deshidro-
genasas hasta la oxidasa terminal, sin embargo, la
menor inhibicién de la NDH se debe a la mayor afi-
nidad del sustrato NADH como donante de electro-

nes en la cadena respiratoria de B. cepacia.

Respecto al efecto del KCN sobre la oxidasa ter-
minal, reflejado en la actividad de la Ascorbato +
TMPD oxidasa, se demuestra una sensibilidad ex-
tremadamente alta cuando se adiciona KCN al sis-
tema respiratorio en una concentracién de tan solo
10 uM, dando como resultado una inhibicién de la
actividad enzimatica de un 64% y, usando concen-
traciones mayores de KCN desde 25 uM hasta 100
UM se logra una inhibicion de 67-86%, sugiriendo la
existencia de una oxidasa terminal altamente sen-
sible al KCN.

Este comportamiento de la oxidasa terminal difiere
de lo que ha sido reportado en bases de datos de

genomas bacterianos, en las cuales se ha descrito
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la presencia de una oxidasa terminal resistente a
la accién del cianuro en otras especies de Burkhol-
deria como B. mallei y B. pseudomallei (18, 19).
Ademas, la existencia de oxidasas terminales con
resistencia al cianuro también ha sido descrita en
especies que presentan similitud fenotipica con B.
cepacia como Pseudomonas aeruginosa, en la cual
la actividad de la enzima se mantiene al 100% en
concentraciones de cianuro de hasta 1 mM, dicha
expresién se debe a que en ciertas condiciones de
crecimiento este microorganismo es capaz de pro-
ducir HCN en concentraciones de 200 uM-300 uM
(23).

Lo anterior sugiere que la expresidn de dichas enzi-
mas puede darse también en especies del comple-
jo Burkholderia cepacia en las que también ha sido
reportada la capacidad de producir compuestos
de cianuro como el HCN bajo ciertas condiciones
de crecimiento (24) y la posibilidad que la cepa de
B. cepacia estudiada sea capaz de expresar oxida-
sas insensibles al KCN cuando es suplementado el
medio de cultivo con dicho compuesto durante su
crecimiento, como se ha descrito en Pseudomonas
pseudoalcaligenes CECT5344, que expresa una ca-
dena de transporte de electrones resistente a su
efecto inhibidor (25), cuando se suplementa un
medio de cultivo minimo mineral con diferentes
formas de cianuro; obligando de esta forma al mi-
croorganismo a desarrollar una via alterna que le
permita la produccidn de energia para sus procesos
metabdlicos.
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