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Resumen

Bordetella bronchiseptica es un agente causal de Ila
Traqueobronquitis Infecciosa Canina (tos de las perreras).
Los casos de infeccion en humanos son poco frecuentes y la
mayoria de los reportes de aislamiento de la bacteria provienen
de personas con un estado debilitante. Se desconoce Ila
prevalencia o persistencia de la bacteria en este tipo de
poblaciéon, asi como el origen de la misma. En este sentido, el
presente trabajo pretende contribuir a establecer una posible
infeccion cruzada entre el perro y el hombre a través de la
comparacion molecular de cepas de B. bronchiseptica en las
siguientes poblaciones: 1) perros caseros, 2) perros callejeros,
3) personas sanas Yy, 4) pacientes del Hospital General de
México. Se obtuvieron 62 exudados nasales de perros caseros
y se lograron 5 aislamientos; 6 aislamientos se consiguieron
a partir de 428 muestras de perros de Centros de Control
Canino. Se encontro 1 aislamiento de la bacteria en muestra
de una persona con VIH positivo. La identificacion se basd en
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas. La taxonomia se
confirmod mediante la secuenciacion parcial del gen 16S rDNA.
Las secuenciasdelgendel 16SrDNA de once cepas presentaron
98-99% de homologia con cepas B. bronchiseptica registradas
en el GenBank (NCBI), mismas que estan depositadas. EI
patron de restriccion en PFGE incluyo 3 tipos principales (A, B
y C), 6 subtipos de A que difieren en menos de 3 bandas (A1
— AGB), el tipo B y subtipo B1 difieren del tipo A por 4 bandas, el
tipo C y subtipos (C1-C7) difiere del tipo A en 6 o mas bandas.
La mayoria de las cepas de B. bronchiseptica aisladas de perro
presentan el patron tipo A (57%0). Es importante senalar que la
cepa de B. bronchiseptica aislada de humano (VIHG6) tiene una
relacidn cercana con las cepas aisladas de perros, incluidas las
obtenidas de perros caseros.

Palabras clave: Bordetella bronchiseptica, 16S rDNA, perros,
PFGE.



1.0 Introduccion

El género Bordetella consta de 9 especies, tres
especies del género son ampliamente recono-
cidas como agentes causales de enfermedades
respiratorias en mamiferos; B. pertussis, B. par-
apertusis y B. bronchiseptica. Hasta ahora se
considera que las dos primeras causan enferme-
dad en humanos y B. bronchiseptica en varios
mamiferos (Goodnow, 1984; Larch, 2009).

Las infecciones naturales mas importantes y me-
jor descritas son las ocasionadas en perros y cer-
dos. En cerdos, por ejemplo, es agente causal de
la Rinitis Atrofica (AR) que es una enfermedad
caracterizada por descarga nasal purulenta, des-
viacion del cornete nasal y reduccién del crec-
imiento. Se presenta principalmente en lechones
menores de 8 semanas. En pocos casos los ani-
males se recuperan (Collings y Rutter, 1985).

La Traqueobrongquitis Infecciosa Canina (TBIC)
también conocida como tos de las perreras es
una enfermedad altamente contagiosa. La en-
fermedad leve o severa, se caracteriza por una
tos paroxistica seca 0 mucoide, acompafiada
por descarga ocular y nasal. La enfermedad
dura de una a tres semanas y la muerte por neu-
monia no es frecuente (Keil y Fenwik, 1998).

En 1991, Wolfrey y Moody realizar6n una re-
vision de enfermedades humanas relacionadas
con B. bronchiseptica. A partir de esta fecha se
han publicado otros reportes de casos, en los
que se coincide que la enfermedad ocasionada
por B. bronchiseptica en humanos inmuno-
comprometidos es neumonia. Otras manifes-
taciones incluyen sinusitis y bronquitis. Nifios
comunmente expuestos a animales de granja
0 mascotas presentan sintomas parecidos a los
ocasionados por B. pertussis (Ner et al., 2003).

La mayoria de los trabajos sobre el aislamiento de
B. bronchiseptica en perros se han llevado a cabo
en poblaciones confinadas, como escuelas de en-

trenamiento canino, criaderos, pensiones 'y alber- 4 o

gues, (Bemisetal.,1977; Azetakay Konishi, 1989).
En el caso particular del aislamiento de la bacteria
en poblaciones abiertas y aquellas que conviven
con sus duefios en estrecha relacion no existen re-
portes. EI conocer la existencia de B. bronchisep-
tica en estas poblaciones podria ser de utilidad
para conocer si la bacteria puede estar presente
en individuos sin una historia clinica de sintomas
causadas por la bacteria, ademas de la transmision
entre animales con signologia de la enfermedad.

Con respecto al aislamiento de B. bronchiseptica
en personas en estado inmunecomprometido a
pesar de que han ido en aumento (Ki-Bum et al.,
2008; Ner et al., 2003). Los reportes son escasos y
de clasos clinicos aislados, es decir, se desconoce
la prevalencia o persistencia de la bacteria en este
tipo de poblacion, asi como el origen de la misma.

Aunque lainfeccion con B. bronchiseptica esta aso-
ciada con aproximadamente 18 mamiferos, poco
se conoce acerca de su epidemiologia en la natu-
raleza (Switzer et al., 1966; Ngom et al., 2006). La
fuente primaria de infeccion se desconoce, y poco
se conoce acercade sutransmisionintrae interespe-
cie en la vida silvestre. La transmision de animal a
animal se da por contacto directo con secreciones
respiratorias, fomites y dispersion por aerosoles.

Solo Gueirard et al. en 1995 evidenciaron la posi-
ble transmision de la bacteria de un conejo a una
anciana que presentaba un cuadro respiratorio de
neumonia; este estudio se baso en el analisis de
electroforesis en campos pulsados (PFGE).

A pesar de que es l6gico que el origen de la in-
feccion del humano con B. bronchiseptica sea
el contacto con animales, esto no ha sido docu-
mentado. El proyecto original pretendia mos-
trar que las cepas de Bordetella bronchiseptica
aisladas de perros y personas eran las mismas.



1.1 Marco tedrico
1.1.1 Generalidades sobre el género Bordetella

El género Bordetella consiste de 9 especies;
B. avium, B. hinzii, B, holmesii, B. trematum,
B. ansorpii y B. petrii. Ademas, esta estrecha-
mente relacionado con los géneros Achromobac-
ter y Alcaligenes. Los estudios de Gerlach et
al., 2001; Gerlach et al., 2004, ubican a Achro-
mobacter como el género mas cercano a Borde-
tella, y no a Alcaligenes. Sin embargo el andlisis
filogenético basado en rRNA 16S coloca a Alcali-
genes como el ancestro del que se derivan Achro-
mobacter y Bordetella (Sebaihia et al., 2006).

Con base en las secuencia del rDNA 16S, B. bron-
chiseptica, B. parapertussis, B. pertussis, y B. hol-
mesii forman un grupo cercanamente relacionado
separado de las otras cinco especies de Bordetella.
B. parapertussis se ha aislado de humanos y ove-
jas. Estudios genéticos mostraron que los aislados
de B. parapertussis a partir de humanos y ove-
jas pertenecen a linajes distintos, y actualmente
se hace referencia a ellos como B. parapertus-
sis,,, ¥ B. parapertussis, , respectivamente (van
der Zee et al., 1996; Diavatopoulos et al., 2005).

B. holmesii se describi6 en 1995 y se ha aislado de
humanos y una fuente animal quiza se ha identi-
ficado (Weyant et al., 1995). El analisis compara-
tivo de las secuencias de DNAr 16S y la secuencia
de elementos de insercion especifico de B. pertus-
sis sugiere que B. holmesii esta cercanamente rela-
cionada con ésta especie (Reischl et al., 2001). Sin
embargo, la secuencia de genes “houskeeping” o
de mantenimiento, y el analisis de la composicion
de &cidos grasos sugieren que B. holmesii esta mas
cercanamente relacionada con B. avium que con B.
pertussis (Gerlach etal., 2004). Esta incongruencia
se debe quizé a que B. holmesii adquirio DNAde B.
pertussis por transferencia horizontal (Diavatopu-
los et al., 2006). Aunque B. holmesii se ha aislado
a partir de sangre, fluido pleural y esputo de pa-
cientes inmunocomprometidos, también se ha ai-
slado de exudados nasofaringeos de pacientes con

sintomas parecidos a tosferina (Yih et al., 1999).
B.trematunseaislodeunaheridaydeinfeccionesde
oido en humanos (Vandamme etal., 1996). Poco se
conoce de los factores de virulencia de ésta especie.

B. bronchiseptica causa infeciones respiratorias
en una gran variedad de mamiferos en los que se
incluye ratones, ratas, cuyos, zorrillos, zarigieya,
conejos, mapaches, gatos, perros, hurones, lobos,
cerdos, erizos, ovejas, koalas, leopardos, cabal-
los y humanos (Goodnow, 1980). Sin embargo,
las infecciones naturales mas importantes y mejor
descritas son las ocasionadas en perros y cerdos.

La filogenia derivada del andlisis rtDNA 16S
muestra que existe una relacion estrecha de B.
hinzii, B. avium, y B. trematuma con B. bron-
chiseptica. B. avium causa enfermedades res-
piratorias en varias especies de aves (Kersters et
al., 1984). También se han aislado organismos
parecidos a B. avium de pacientes con otitis créoni-
ca media (Dorittke et al., 1995) y de un perro con
endocarditis bacteriana (Ramirez et al., 2003).

B. hinzii se encontro en aves de corral y humanos
(Vandamme et al., 1995). B. hinzii es un patoge-
no oportunista en humanos inmunocomprometi-
dos y el aislamiento se ha obtenido a partir del
tracto respiratorio, sangre y bilis. El analisis de
genes reveld que cuenta con el gen que codi-
fica para la toxina adenilato ciclasa hemolisina
que se encuentra en B. pertussis, B. bronchisep-
tica y B. parapertussis (Donato et al., 2005).

B. petrii se aislo de un cultivo anaerdbico en un
bioreactor enriquecido con sedimentos de rio (von
Wintzingerode et al., 2001). Es el primer miembro
del género Bordetella aislado del ambiente y
capaz de crecer en condiciones anaerobicas.
También B. petrii se aislo tanto de un paciente
con osteomelitis mandibular, como de pacientes
con fibrosis quistica (Fry et al., 2005; Moissenet
et al., 2005).

11 Con respecto a B. ansorpii, solo existe una



publicacién, la bacteria se aislé de un exudado
purulento de un quiste epidérmico (Ko et al.,
2005). La paciente estaba inmunodeprimida,
pues estaba bajo quimioterapia. Debido a la
estrecha proximidad de B. ansorpii con B.
petrii, es posible que sea una bacteria ambiental.

La identificacion de linajes de Bordetella,
generados por la adquisicién y pérdida de genes
asociados con su principal nicho ecologico, asi
como la elucidacidon de tales cambios es relevante;
pues contribuye al conocimiento de la evolucion
de los miembros patégenos del género Bordetella
y Su conocimiento.

1.1.2 Ubicacion taxonomica de B. bronchiseptica
Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Betaproteobacteria
Orden: Burkholderiales
Familia. Alcaligenacea
Género. Bordetella
Especie: bronchiseptica
1.1.3 Caracteristica metabdlicas de B.
bronchiseptica

El estudio de la fisiologia de las Bordetellas
patbgenas se centr6 en sus inicios en B.
pertussis debido al interés en desarrollar
medios simples para la produccion de vacunas.
Actualmente se conoce con mayor detalle la
fisiologia de las otras especies del género.

B. bronchiseptica tiene un metabolismo no
fermentativo centrado en la oxidacion de
aminoécidos y los intermediarios del 4cido
citrico. La incapacidad para oxidar carbohidratos
ya se ha descrito (Proom, 1955). Los analisis
in silico de secuencias de nucléotidos apoyan
las osbservaciones experimentales que predicen
la ausencia de un ciclo glicolitico. En todas la
especies del género estan ausentes los genes que
codifican para enzimas que realizan las reacciones

la glucdlisis: la glucocinasa requerida para la
fosforilacion de la glucosa para producir glucosa-
6-fosfato y la 6-fosfofructocinasa para convertir
fructosa-6-fosfato a fructosa, 1,6-bifosfato.

Las especies de Bordetella llevan a cabo
la gluconeogénesis a partir de  piruvato o
fosfoenolpiruvato (PEP) en la ruta anabdlica para
la produccion de aminoazucares, polisacaridos,
aminoacidos aromaticos y la via de las pentosas,
a partir de los acidos malico y oxalico (Armstrong
and Gross, 2007). La via de las pentosas es
clave para precursores de carbohidratos como la
ribosa que es componente de &cidos nucléicos,
también es importante para la produccion de
eritrosa y la nicotinamida adenina dinucleotido
fosfato reducida (NADPH) que son necesarias
para la produccion de los aminoécidos
aromaticos; fenilalanina, tirosina y triptofano
y como donador de electrones en reacciones
de biosintesis de la célula, respectivamente.

El género Bordetella esta agrupado en la familia
Alcaligenacea. Los miembros de estas especies
son cocobacilos Gram-negativos, estrictamente
aerobios y no tienen metabolismo fermentativo.
A pesar de la preferencia de la bacteria por
condiciones microoxigénicas, la secuencia del
genoma de B. pertussis reveld que se puede
adaptar sin problema a condiciones de crecimiento
aerobico ya que cuenta con cinco grupos de
genes que codifican para la citocromo ¢ oxidasa
(Kranz et al., 2002). La presencia de citocromo
¢ oxidasa se confirma por la reaccion oxidasa
positiva de B. pertussis y B. bronchiseptica.

El contenido de GC de la bacteria esta entre 65
y 68 mol%, la temperatura 6ptima de crecimiento
es de 35-37°C y aglutinan eritrocitos de una
variedad de mamiferos. Todas las especies son
catalasa positiva y utilizan el citrato como Unica
fuente de carbono. Se puede distinguir una
especie de otra por caracteristicas fenotipicas,
asi como por su crecimiento en agar peptona

de fosforilacion dependientes de ATP durante 12 libre de sangre, movilidad, actividad de ureasa



y reduccién de nitratos (Gerlach et al., 2001).

En el caso particular de Bordetella bronchiseptica
una de las caracteristicas mas sobresalientes es la
faltadeaccionfermentativasobreloscarbohidratos.
No produce indol, ni hidrégeno sulfurado. A
diferencia de las otras especies del género, tiene
la capacidad de reducir los nitratos, debido a
gue expresa una nitrato reductasa periplasmica
funcional. Torrey y Rahe (1913) dividen las cepas
de esta bacteria en dos grupos, teniendo en cuenta
la reduccion de los nitratos. Las cepas del grupo
A no reducen los nitratos y las del grupo B los
reducen a nitritos.

Por otra parte B. bronchiseptica poseé actividad
de ureasa muy acusada; crece en agar MacConkey
en el que es facil apreciar las pequefias colonias
parduscas, con el centro de color violeta y es
movil gracias a sus flagelos peritricos.

1.1.3.1 Requerimientos fisicoquimicos de la
bacteria

La temperatura Optima de crecimiento es de
35+2°C, pero diversas especies del género tales
como B. trematun, B. hinzii, B. bronchiseptica y
B. avium son capaces de crecer en un rango de
temperatura de 25 a 42°C. B. bronchiseptica,
produce proteinas de choque frio cuando se
crece a una temperatura de 15°C. La bacteria
también es capaz de resistir a estrés nutricional,
como lo muestra su habilidad para crecer
en lagos y amortiguador salino de fosfatos
(Porter et al., 1991). Sin embargo no queda
claro si replica en este vehiculo, dado que no
hay fuente de carbono, azufre o nitrégeno.

Aunque las Bordetellas patdgenas crecen bien
en medio liquido definido de Stainer and Scholte
(pH 7.6), son capaces de crecer en medios con
valores de pH de 7 o ligeramente menores. El
crecimiento en cultivo liquido frecuentemente
estad limitado por el incremento en la alcalinidad

Bordetella bronchiseptica puede recuperarse
facilmente del tracto respiratorio de animales
por raspado nasal o traqueal (Goodnow, 1980).
Crece Optimamente en aerobiosis y a temperatura
de 37°C en medios con pH ajustados a 7-7.2.

En el aislamiento primario a partir del pulmén de
perro crece lentamente y a las 24 h de incubacion
todavia no se aprecia ningn crecimiento en la
superficie de agar, pero hacia las 48 h aparecen
pequefias colonias circulares parecidas a gotas
de rocio, diseminadas por la superficie del
medio, redondas, lisas y brillantes. Esta forma
lisa (S) es inestable en los medios artificiales
sobre todo después de la resiembra. En liquido,
la bacteria produce turbidez uniforme, dando un
sedimento granular, pero sin formar pelicula en
la superficie. Hacia las 22 h, en la superficie del
medio y en torno al tubo se forma un crecimiento
anular (Merchant y Parker, 1984; Nicolet, 1985).

La identificacion de primo aislamiento de B.
bronchiseptica es dificil en comparacion con las
mantenidas en laboratorio. Los medios empleados
para el aislamiento son el agar sangre y el agar
MacConkey con glucosa en el que es facil apreciar
las pequefias colonias parduscas, en el centro
color violeta. El crecimiento en agar sangre de
cepas de B. bronchiseptica mantenidas en el
laboratorio comunmente presentan hemodlisis
y son brillantes, con un diametro de 2.0 mm
después de uno a dos dias de cultivo. Simpson y
Simmons en 1976 reportaron que aislamientos
primarios a partir de exudados nasofaringeos
no presentaron hemolisis, el diametro a las 24
h fue de 0.1-0.2 mm y su motilidad se detectd
hasta los 3 dias de incubacioén (Goodnow, 1980).
Las colonias presuntivas se deben someter a
tincion de Gram y a su identificacion bioquimica.

1.1.4 Identificacion de B. bronchiseptica

La identificacién clasica de aislados de la bacteria
de muestras del tracto respiratorio se basa

del medio que puede ser igual o mayor que pH8.0. ; 5 principalmente en morfologia y caracteristicas



metabdlicas en las que se incluyen el Gram, pruebas
de nitrato e indol, actividad de enzimas (catalasa y
oxidasa), y la ausencia de fermentacion de diferentes
carbohidratos. Muchas de éstas caracteristicas
pueden  comprobarse  simultdneamente  con
“kits” o estuches comerciales como el API
(bioMérieux) y el BBL Crystal para bacterias no
fermentadoras (bioMérieux) (Peele et al., 1999).

No obstante que las pruebas de actividad metabdlica
han sido tradicionalmente utilizadas para la
identificacion de las especies del género Bordetella,
estos procedimientos pueden quedar rebasados en
situaciones particulares, como comportamientos
atipicos de primo aislamientos y pueden ser inexactos
en cuanto a la diferenciacion con otros miembros de
la familia Alcaligenacea. Por estas razones se ha
buscado desarrollar métodos moleculares de anélisis
del DNA. En éste sentido, el anélisis de la secuencias
del gen de RNA 16S (también conocido como rDNA
16S) ha cobrado importancia para el estudio de
filogenia y taxonomia bacteriana (Janda y Abbott,
2007). De hecho la clasificacion de procariontes en
la 2a edicion del Manual Bergey’s de Bacteriologia
Sistemética esta basada en este procedimiento.

1.1.4.1 Identificacién por PCR
1.1.4.1.1 Identificacion por RNAr 16S

De acuerdo a Patel 2001 (citado en Janda y Abbott ,
2007) el uso de las secuencias de los genes de RNA
16S para estudiar la filogenia y taxonomia bacteriana
esadecuado por varias razones: a) el gen esta presente
en todas las bacterias; 2) la funcion del gen RNA 16S
no cambiaen el tiempo, y los cambios en su secuencia
pueden asociarse a cambios evolutivos (crondmetro
molecular); 3) el gen rRNA 16S es lo suficientemente
grande (1,500 bp) para propositos bioinformaticos.
En general la técnica de RNA 16S consiste en; a)
las células procedentes de un cultivo axénico se
rompen; b) se amplifica el gen mediante la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); c) el
gen es secuenciado; d) las secuencias obtenidas se
alinean por computadora. Un programa informatico
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realiza comparaciones por pares y genera un
arbol que refleja las diferencias en la secuencia
del RNA ribosomico del organismo analizado,
asi como la identificacién del género y especie
con 99% de confiabilidad (Madigan et al., 2003).

El operon de DNA ribosomal en bacterias
comprendetresgenesfuncionalesyevolutivamente
conservados; la subunidad pequefia 16S (rRNA)
gen (rrs), la subunidad grande 23S rRNAy el gen
5S rRNA, intercaladas con regiones variables
espaciadoras (espaciador transcrito intergénico
ITS). La cantidad de operones difiere para cada
género, asi va desde uno paramicoplasmas hasta 14
para Clostridium. Los oligonucle6tidos o primers
que codifican para regiones conservadas de DNA
(frecuentemente llamadas primers universales)
se han utilizado para amplificar fragmentos del
gen ribosomal de un amplio rango de bacterias.

1.1.5 Factores de virulencia

A pesar de la escasa diversidad genética dentro
del género Bordetella, existen diferencias
substanciales entre los aislados con respecto
a la expresion de los genes de virulencia. El
género cuenta con diversos genes de virulencia
que solo se expresan por una especie o cepa. La
especie bronchiseptica produce diversos factores
de virulencia asi como, diversas proteinas
de autotransporte que incluyen a la pertactina
(PRN) y proteina de resistencia al suero (BrK)
y varias adhesinas o factores de colonizacién
incluyendo hemaglutinina filamentosa (FHA),
varios serotipos de fimbrias (FIM), que participa
en la adherencia a las células epiteliales del
tracto respiratorio (Matoo and Cherry, 2005).

Las FHA de B. bronchiseptica tienen una masa
molecular y propiedades de hemaglutinacion muy
similares a los FHA de B. pertussis. Son proteinas
de 220 kDa, reconocidas por los glucolipidos de las
células epiteliales ciliadas del tracto respiratorio
(Tuomanen et al., 1988). Las FHA pueden
interactuar con varios receptores de la célula



hospedera: glicoconjugados a través del dominio
lecitina, glicoconjugados en el moco respiratorio
por el dominio unién a heparina, eritrocitos a
través de la union heparina y dominio de lecitina
N-terminal e integrinas de leucocitos a través
del dominio RGD (arginina-glicina-asparagina).

El género Bordetella expresa fimbrias de cuatro
serotipos: Fim2, Fim 3, Fim Xy Fim A, las cuales
estan codificadas por los genes fim 2, fim 3, fim X
y fim A, respectivamente (Savelkoul et al., 1996).
Las fimbrias tienen entre 3 a 4 nm de didmetro y
estan compuestas de subunidadesantigénicamente
relacionadas con un peso molécular de 21 a 24
kDa. Aungue resultados de estudios in vitro e
in vivo con B. pertussis estan de acuerdo con
la hipotesis que las fimbrias contribuyen a la
adherencia de Bordetella al epitelio respiratorio
(Mooietal.,1992)y que Fim 2y Fim 3se incluyen
como componentes de vacunas subcelulares
de B. pertussis, su papel en la patogénesis
no se ha establecido contundentemente.
Estos factores de virulencia son responsables
de la adherencia de las bacterias al epitelio
ciliado del huésped, perdida de células ciliadas
del tracto respiratorio, produccion excesiva
de moco, y algun tipo de tos (Parton, 1996).

1.1.6 Patogénesis
1.1.6.1 Infecciones por Bordetella bronchiseptica

A pesar que las infecciones por B. bronchiseptica
se asocian con enfermedades respiratorias en
18 mamiferos, poco se conoce acerca de su
epidemiologia en la naturaleza. El huésped
primario de B. bronchiseptica se desconoce,
y poco se sabe de la transmision intra e inter
especie en el ambiente silvestre. La mayoria de
los estudios se enfocan a animales domésticos
que viven confinados. La transmisiéon de
animal a animal es por contacto directo con
secreciones respiratorias, fomites, y quiza por
aersoles. Porter et al., 1991 mostraron que la

que puede existir como organismo de vida libre.
Si éste fuera el caso, la transmision a animales
podria darse sin la necesidad de contacto directo.

1.1.6. Traqueobronquitis Infecciosa Canina

La Traqueobronquitis Infecciosa Canina (TBIC)
también conocida como Tos de las Perreras, se
consideracomo una de las enfermedades del tracto
respiratorio del perro de mayor morbilidad. La
TBIC se presenta frecuentemente en situaciones
donde los perros permanecen agrupados
(perreras, criaderos, etc.). EI impacto econémico
y zootécnico de esta enfermedad estd méas bien
ligado a labores de crianza y adiestramiento
canino, asi como el cuidado de animales que
se utilizan para la investigacion y ensefianza.

La historia clinica y la exploracion fisica son
aspectos relevantes para establecer el diagnostico
de TBIC. Un signo caracteristico de TBIC es la
tos seca. La tos aumenta con el ejercicio. En casos
de complicaciones de TBIC se observan signos de
enfermedad sistémica, pirexia persistente, pérdida
de peso, debilidad y diarrea (Keil y Fenwik, 1998).

1.1.6.3 Infecciones respiratorias de B.
bronchiseptica en humanos.

Bordetella bronchiseptica también es capaz de
colonizar el tracto respiratorio de humanos. El
primer caso fue reportado fue por McGowan
en 1911. Desde ese entonces hasta 1990 el 52%
de 25 personas a las que se les aislo la bacteria
tuvieron contacto con animales y el 36% no
cursaba con alguna enfermedad. Sin embargo de
esos 25 casos solo 10 presentan suficientes datos
microbiol6gicos para sustentar la participacion de
B. bronchiseptica (Woolfrey y Moody, 1991). De
1990 a la fecha 75 casos mas estan documentados
(Reina et al., 1991; Deckar et al., 1991; Cuesta et
al., 1991; Borras et al., 1991; Winters et al., 1992;
Espino et al., 1992; Bauwens et al., 1992; Meznar
et al.,1993; de la Fuente et al., 1994; Brisou et

bacteria puede crecer en lagos, lo que sugiere 15 al., 1994; Gueirard et al., 1995; Stefanelli et al.,



1997; Van Der Zee et al.,, 1996; Tamion et al.,
1996; Garcia et al., 1998; Gomez et al., 1998;
Choy et al., 1999; Dworkin et al., 1999; Zuabi
et al., 1999; Petrocheilou et al., 2000; Lorre 11l y
et al., 2001; Viejo et al., 2002; Lorenzo-Pajuelos
et al., 2002; Walet et al., 2002; Belen et al., 2003
Ner et al., 2003; Valencia et al., 2004; Villuedas
et al., 2004, Huebner et al., 2006; Berkowitz et
al., 2007; Spiker et al., 2008; Rath et al., 2008;
Galeziok et al., 2009; Ki-bum et al., 2009; Gisel
et al., 2010; Mazumder y Cleveland, 2010).

De estos 85 casos 75 corresponden a personas
con un estado inmunocomprometido, sobresalen
aquellos que padecen Fibrosis Quistica (32 casos),
seguida por 21 casos de individuos seropositivos
al Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH).
Del total de casos, 29 estuvieron en contacto con
animales y de los otros 49 no se tiene el dato. En
este punto cabe sefialar que Gueirard etal., en 1995
son los Unicos que pudieron corroborar que la cepa
de B. bronchiseptica aislada de una anciana con
bronconeumonia era la misma que la de un congjo
con bronconeumonia con el que convivia, basado
en el analisis de electroforesis en campos pulsados.

Estudios mas recientes demuestran el aislamiento
de B. bronchiseptica en humanos sanos o
inmunocomprometidos (Gueirard et al., 1995;
Stefanelli et al., 1997; Lorenzo-Pajuelos, 2002;
Huebner et al., 2006; Rath et al., 2008). En el
2006 Huebner et al., reportaron la transmision
nosocomial a pacientes a los que se les habia
realizado un transplante de células madre
hematopoyéticas. Para ello, utilizaron el analisis
electroforético de campos pulsados. En este
estudio también se sugiere que la fuente inicial
pudo haber sido una mascota (perro) propiedad
de uno de los pacientes, aunque este no estuvo en
contacto con su mascota después del transplante.

La enfermedad ocasionada por B. bronchiseptica
en humanos inmunocomprometidos es neumonia.
Otras manifestaciones incluyen sinusitis vy

animales de granja o0 mascotas presentan sintomas
parecidos a los ocasionados por B. pertussis.

Aungue la infeccion con B. bronchiseptica esta
asociada con aproximadamente 18 mamiferos,
poco se conoce acerca de su epidemiologia en
la naturaleza. La fuente primaria de infeccion
se desconoce, y poco se conoce acerca de su
transmision intra e interespecie en la vida
silvestre. La transmision de animal a animal se da
por contacto directo con secreciones respiratorias,
fomites y dispersion por aerosoles.

Foley et al., (2002) evaluaron la transmision
cruzadaentreespecies (perroygato); lasdiferencias
genéticas y fenotipicas entre los aislamientos las
realizaron por PFGE y comparacion de resistencia
a antibioticos.

1.1.7 Caracterizacion molecular del género
Bordetella

La PFGE es el meétodo de comparacion
mas sensible y reproducible para el género
Bordetella Mooi et al., 2000; Shin et al.,
2007a). ElI método consiste en obtener patrones
especificos (“fingerprint”) del DNA bacteriano
total previamente fraccionado con enzimas
de restriccion. Otros estudios de diversidad
genética en Bordetella spp utilizan analisis de
plasmidos (Kloos et al., 1978), polimorfismo
en secuencias de insercion (van der Zee 1996),
ribotipos (Register et al., 1997), secuencia de
DNA de genes ribosomales (Binns et al., 1998).

Se han utilizado diversos métodos para estudios
epidemiolégicos de la infeccién con Bordetella
bronchiseptica, que incluyen analisis de enzimas
derestriccion (REA), polimorfismo de DNA al azar
(RAPD), ribotipos y andlisis de macro-restriccion
por PFGE. En el caso particular de Bordetella
bronchiseptica de origen canino los reportes de
diversidad genética son escasos; entre éstos se
encuentra el de Keil y Fenwick (1999) quienes

bronquitis. Nifios comunmente expuestos a 1 evaluaronladiversidad genéticade 26 aislamientos



de Bordetella bronchiseptica obtenidas de perroy
encontraron unadiversidad genética considerable,
contrario a lo que se ha reportado para la especie
aislada de otros hospederos. Estos autores
utilizaron como herramienta epidemiol6gica
OPA-4 RAPD 'y ribotipos con Pvul.
En algunos casos de humanos infectados por
Bordetella bronchiseptica hay un antecedente
de contacto con mascotas 0 animales de granja
(Fabbienne et al., 1996). Considerando la
alta prevalencia de B. bronchiseptica en gatos
(Hoskins et al., 1990), en perros (Englund et al.,
2003; Molinaetal., 2006) y en cerdos (Shashidhar,
1983), existe una alta probabilidad de que esta
bacteria pueda ser transmitida al humano. La
transmision de Bordetella bronchiseptica entre
diferentesespeciesdehuéspedesyahasidodescrita
(Gueirard et al., 1995; Dawson et al., 2000).
Los grupos de riesgo por infeccion de Bordetella
bronchiseptica son nifios (Stefanelli et al.,
1997), individuos que estén en contacto
directo con animales (Gueirard et al.,
1995) o, que estén inmunocomprometidos
(Dworking et al., 1999; Huebner et al., 2006).

En algunos casos de humanos infectados por
Bordetella bronchiseptica hay un antecedente
de contacto con mascotas o animales de granja
(Fabbienne et al., 1996). Considerando la
alta prevalencia de B. bronchiseptica en gatos
(Hoskins et al., 1990), en perros (Englund et al.,
2003; Molinaetal.,2006) y en cerdos (Shashidhar,
1983), existe una alta probabilidad de que esta
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bacteria pueda ser transmitida al humano. La
transmision de Bordetella bronchiseptica entre
diferentes especies de huéspedes ya ha sido descrita
(Gueirard et al., 1995; Dawson et al., 2000).
Los grupos de riesgo por infeccién de Bordetella
bronchiseptica  son nifios (Stefanelli et al.,
1997), individuos que estén en contacto directo
con animales (Gueirard et al., 1995) o, que estén
inmunocomprometidos (Dworking et al., 1999;
Huebner et al., 2006).

Apesar de la existencia de trabajos que documentan
la infeccion de Bordetella bronchiseptica en
humanos, no se ha demostrado de manera
concluyente el origen de la misma.

De acuerdo a los antecedentes aqui planteados,
la hipdtesis de la propuesta de trabajo fue que las
cepas de Bordetella bronchiseptica aisladas del
humano y del perro son iguales. Para abordarla se
propuso el aislamiento de cepas pareadas, es decir,
cepas de B. bronchiseptica aisladas de perrosy de
sus propietarios. Se incluyeron en el estudio cepas
de perros callejeros de Centros de Control Canino
(CCC) y de pacientes inmnodeprimidos ge asisten
a la unidad de neumologia del Hospital General
de México (HGM). Estas cepas se someterieron
a dos analisis moleculares: secuenciacion del
gen de rDNA 16S vy electroforesis en geles de
campos pulsados. Los resultados de estos analisis
permitieron saber si las cepas aisladas de perros,
personas sanas 0 inmunodeprimidas eran una
misma, o diferente.



2.0 Justificacion

Bordetella bronchiseptica es una bacteria que causa enfermedades del tracto respiratorio en diferentes
mamiferos,enperrosesunodelosagentescausalesdelatosdelasperreras. Elaislamientode lamismasehallevado
acaboenpoblacionesconfinadasy latransmision entrelamismaespecie einterespecies yahasidodocumentada.

Los casos de infeccion en humanos son poco frecuentes y la mayoria de los reportes de aislamiento de
B. bronchiseptica provienen de personas con un estado inmune comprometido. Pero una vez infectado
se presentan serios sindromes patolégicos, lo que sefiala el riesgo medico de una zoonosis potencial.
La poblacidon de perros callejeros en México es alta y el contacto con la personas es frecuente por lo que el
conocer infecciones naturales en los perros incidira a sensibilizar a médicos veterinarios y estructuras de
salud tica de animales en este caso perros, especialmente en el contexto de inmunosupresion.

De acuerdo a lo aqui planteado, la propuesta de trabajo fue que el perro es una fuente de infeccién de B.
bronchiseptica para el ser humano. Para abordarla se propone el aislamiento de cepas de B. bronchiseptica
aisladas de personas con transtornos respiratorios y de perros. Estas cepas se sometieron a dos analisis
moleculares: 1) secuenciacion del gen de rDNA 16Sy 2) electroforesis en geles de campos pulsados. Los
resultadosde éstosanalisispermitiransabersilascepasaisladasdeperrosy personassonunamisma, o diferente.

3.0 Hipotesis
Las cepas de Bordetella bronchiseptica aisladas del humano y perros son las mismas.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Establecer una comparacion molecular entre cepas de Bordetella bronchiseptica aisladas del perros y del
humano.

4.2 Objetivos particulares

1.- Generar una coleccion de muestras de perros de diferentes fuentes, de personas sanas y con trastornos
respiratorios.

2.- Ubicar taxonémicamente a las cepas aisladas por pruebas bioguimicas y secuencia del gen rDNA 16S.
3.- Analizar los aislamientos mediante Electroforesis en Geles de Campos Pulsados (PFGE).

4.- Comparar la diversidad genética de las cepas aisladas en las muestras pareadas, y cepas aisladas de una
misma especie.
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5.0 Materiales y métodos
5.1 Poblacién muestreada

Se tomaron muestras de personas y perros. En el
caso de los perros se obtuvieron exudados nasales
y/o faringeos de; a) perros caseros (n=62); y b)
perros de Centros de Control Canino (CCC)
(n=428). La poblacion de perros de CCC procedid
del municipio de Ecatepec, Estado de México
y de las delegaciones Gustavo A. Madero y
Azcapotzalco del Distrito Federal. En el caso
de los perros caseros se obtuvieron exudados
de perros con afecciones respiratorias (tos,
estornudo y secrecion nasal) y clinicamente sanos.

Con respecto a las personas, se obtuvieron
exudados nasales y faringeos de; a) personas sanas
(n=63) y de otras que convivian con los perros
caseros sefialados en el parrafo anterior. b) Lavados
bronquiales de pacientes que acudian al servicio de
broncoscopia del departamento de neumologia del
Hospital General de México (n=114). De estos 61
eran seropositivos al virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH), seis tenian cancer y el resto
padecian algin problema respiratorio. C)
Exudados nasales de personas hospitalizadas en la
Unidad de Infectologia del mismo hospital (n=9),
de las cuales 7 eran positivos a VIH y dos con
reacciones positivas al virus de Influenza HINT.

5.2 Toma de muestras y aislamiento de
cepas de Bordetella bronchiseptica

Los exudados faringeos y nasales de personas
sanas, perros caserosy perros de CCC se realizaron
con ayuda de hisopos estériles de algoddn o rayon,
se tomaron muestras de las dos fosas nasales
cuidando de notocar la parte externade lanariz. En
cuanto a los exudados faringeos, estos se tomaron
evitando arrastrar muestra de la lengua, encias o
dientes. Los hisopos conteniendo las muestras se
colocaron en caldo de infusion cerebro corazon
y medio de transporte Stuart o solucion salina
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fisioldgica (SSF) con cefalexina (40pg/ml) y se
trasladaron al laboratorio manteniéndolos en frio.

Los lavados bronquiales se realizaron con 10
ml del lavado en 1 mL de SSF, se realizaron
diluciones seriadas y 100 pl de la dilucion
102 se plaqueo en cajas con agar base sangre
suplementada con eritrocitos de carnero al
5% y agar MacConkey respectivamente.
Después de incubar 24-48 h a 37°C se reviso la
morfologiadelascolonias,buscandocaracteristicas
gue concordaran con B. bronchiseptica. En
todos los casos los aislamientos sugestivos
de B. bronchiseptica se resembraron en agar
MacConkey con la finalidad de lograr cultivos
puros. Las cajas se incubaron a 37°C durante 48 h.
Se observd la  morfologia de las colonias
y por tincion de Gram la morfologia
microscopica, y se procedid a la identificacion.

5.3 Identificacion de Bordetella
bonchiseptica
Las cepas que mostraban caracteristicas

morfolégicas macro y microscopicas sugestivas
de B. bronchsieptica, se les identificd por pruebas
bioquimicas y secuenciaciéon del RNAr 16S.

5.3.1 Cepas bacterianas

Ademas de las cepas de B. bronchiseptica aisladas
durante este estudio, se utilizaron otras nueve
cepas de B. bronchiseptica aisladas en nuestro
laboratorio en el periodo septiembre de 1997
a marzo de 1998 (Cuadro 1). Como controles
se incluyeron dos cepas de B. bronchiseptica
(4617 y 10580) del “American Tipe Culture
Colection” (ATCC) y una cepa de origen porcino
(LBF) proporcionada por el Welcome Research
Laboratories, Beckenhan, Inglaterra. Todas las
cepas fueron identificadas por pruebas bioquimicas
y morfologia de las colonias (Molinaetal., 2006) y
se mantuvieron almacenadas en nitrégeno liquido.



Cuadro 1. Cepas de Bordetella bronchiseptica utilizadas en este estudio

Cepa
Perro callejero
Perro callejero
Perro callejero

Perro callejero

P37

Pasg Perro callejero
LBF Cerdo
4617 Perro

LV Se desconoce

5.3.2 Pruebas bioquimicas

Para la identificacion por pruebas bioquimicas se
utilizé un método de identificacion miniaturizado
BBL Crystal Equipo Crystal ID Entérico /no fer-
mentadores. El estuche esta compuesto de 1) las
tapas del panel BBL Cristal E/EF, 2) las bases
BBL Crystal y 3) los tubos con SSF para preparar
el indculo. La tapa contiene 30 sustratos deshi-
dratados. La base tiene 30 pozos de reaccion.

El in6culo de prueba se utiliza para llenar

Perro de escuela de entrenamiento canino

Perro de escuela de entrenamiento canino

Perro de escuela de entrenamiento canino

Perro de escuela de entrenamiento canino
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Origen del aislamiento m

Cavidad nasal

Cavidad nasal
Cavidad nasal
Cavidad nasal

Cavidad nasal

Cavidad nasal

Cavidad nasal

Cavidad nasal

Cavidad nasal

Pulmadn

los 30 pozos de la base. Cuando se alinea la
tapa con la base y se cierra en su lugar, el in-
oculo de prueba rehidrata los sustratos se-
cos e inicia las reacciones correspondientes.
Después de un periodo de incubacion de 18-24
h, se examinan los pozos para observar cam-
bios de color que se comparan con una carta de
color (Fig.1). Los cambios de color son el re-
sultado de actividades metabdlicas de las bac-
terias y las reacciones se detectan por el uso de
un indicador de pH en el sustrato del anélisis.
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Cabe destacar que de las 30 pruebas bioguimicas,
las de mayor relevancia para la identificacion de
B. bronchiseptica son la carencia de fermentacion
de carbohidratos (se incluyen 10), hidrolisis
de la urea y degradacion del citrato. Ademas
se tiene que realizar por separado la deteccion
de oxidasa y la no produccion de indol, que
no se incluyen en el estuche de deteccion.

Se utilizaron como controles, las cepas de
B. bronchiseptica ATCC 4617 y 10580, una
cepa aislada de perro (P37) y una de cerdo
(LBF). También se utiliz6 una cepa de Es-
cherichia coli que fermenta los carbohidra-
tos, es indol positiva, citrato y urea negativa.
Las cepas presuntivas de B. bronchiseptica se
crecieron en agar MacConkey a 37°C, después de
48 h se ajustd un indculo de cada cepa a 9x108
UFC en la escala de MacFarland utilizando para
ello el tubo para preparacion del inoculo que viene
en el estuche. Se inocularon los pozos del estuche
BBL con la suspension bacteriana. Se incubaron
a 370°C durante 24 h en camara hiumeda y se
registraron los resultados.
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5.3.3 Identificacion por analisis comparativo de la
secuencia de RNAr 16S.

Las cepas aisladas e identificadas como B.
bronchiseptica por pruebas bioguimicas, asi
como las cepas enlistadas en el Cuadro 1, se
identificaron por secuenciacion del RNAr 16S.
Se procedié como a continuacion se describe.

5.3.3.1 Preparacion del DNA para el andlisis de
RNAr 16S

Extracciéon de DNA

Las cepas se resembraron en agar Infusion Cerebro
Corazon (BHI) y se incubaron a 37 °C durante
48 h. De estos cultivos se prepard una suspension
bacteriana en SSF, equivalente al tubo 3 en la
escala de McFarland que equivale a 9x108 UFC y
se centrifugd a 10 000 rpm durante un minuto. La
extraccion de DNA se realiz6 mediante el uso de
un estuche “DNAeasy Blood &Tissue” de Qiagen
(Promega, USA) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. EI DNA se almacend a -70°C hasta
su utilizacion.



5.3.3.2 Condiciones de la reaccién en cadena de
la polimerasa para la identificacion por RNA 16S

Se utilizaron los iniciadores universales para
RNAr 16S RD1 (AAGGAGGTGATCCAGCC)
y FD1  (AGAGTTGATCCTGGCTCAG)
(Sigma, USA) de acuerdo a Lows et al., 1999.
El PCR se realizé en 25 pL volumen final en
tubos de 0.2 mL. Para cada reaccion se utilizd
100 ng de DNA total. El buffer de reaccion
contenia 20mM tris HCL (pH 8), 2.5 mM MgCl,,
2.5 U Taq DNA polimerasa (Invitrogen, Brasil),
0.5 uM de cada uno de los oligonucleotidos
rDNA 16S RD1 (AAGGAGGTGATCCAGCC)
y FD1 (AGAGTTGATCCTGGCTCAG)
(Sigma, USA), y 0.2 mM dATP, dTTP, dCPT,
y dGTP (Invitrogen, Brasil). La mezcla se
colocé en un termociclador 2720 (de Applied
Biosystems, USA), con una desnaturalizacion
inicial por 3 minutos a 94°C seguido por ciclos
de desnaturalizacion 1 min a 94°C, alineamiento
30 seg 55°C, y finalmente la extension 2 min a
72°C se repitieron 30 ciclos en estas condiciones.
La reaccion se terminG con una extension de un
paso por 7 min a 72°C, almacenandose a 4°C.

Después del PCR, 20 uL de cada producto se
analizo por electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Se utiliz6 el marcador de peso molecular de DNA
de 1Kb (Invitrogen, Brasil). El gel se observenun
transiluminador de UV y se tomo una fotografia.

5.3.3.3 Analisis comparativo de las secuencias

El producto de PCR se purificé con un estuche
Wizard (Promega, USA). Los amplicones se
secuenciaron utilizando un secuenciador 3100
Genetic Analyzer, BigDye Terminator V 3.1
Sequencing kit, soporte Pop6, electroforesis 1h
45min, capilar 50cm (UNAM-FES-Iztacala),
obteniéndose  la secuencia nucleotidica del
producto la que fue comparada con otras
secuencias disponibles en la base de datos del
“GenBank”. “National Center for Biotechnology

Las secuencias se registraron en el “GenBank™ y se
obtuvo el nimero de acceso para cada secuencia.

5.4 Almacenamiento de las cepas

Las cepas se crecieron masivamente en cajas de
agar MacConkey, después de incubarlas a 37°C
durante 48 h se cosecharon las bacterias con SSF
y se lavaron dos veces con SSF. La suspension se
centrifugo a 5 000 rpm durante 10 min y se afiadid
caldo BHI y suero fetal bovino (1:1) o glicerol (al
40% 1:1). Las alicuotas se mantuvieron por 24 h
a 4°C y finalmente se almacenaron en nitrégeno
liquidoyencongelaciéna-70°Cenultracongelador.

5.5 Analisis molecular de las cepas

El analisis de diversidad genética se realizo
por medio del patron de restriccion del DNA
total de la bacteria utilizando la técnica
de PFGE (Shin et al., 2007a) con algunas
variaciones que a continuacion se describen.

5.5.1.1 Preparacion del DNA para la PFGE

a) Siembra de las cepas

Las cepas de B. bronchiseptica, se resembraron
en agar MacConkey y se incubaron a 37°C
durante 48 h. De cada cultivo 4-5 colonias se
resembraron en tubos conteniendo caldo de
Infusién Cerebro Corazéon (BHI) y se depositaron
en una placa rotatoria para su agitacion (1400
rpm) a 37°C. Después de 24 h, 600ul de cada una
de las suspensiones bacterianas se centrifugaron
a 13, 000 rpm por 2 min. Las pastillas se
lavaron con 500ul de amortiguador de lavado
(Tris 20 mM, EDTA 1 mM pH8) y cada una
se resuspendid en 150ul de amortiguador de
suspension (Tris 100 mM, EDTA 100 mM pHS8).

b) Elaboracién de bloques

Laspastillasbacterianasresuspendidassecolocaron
a 37°C durante 5 min en agitacion a 750 rpm,
posteriormente se agregaron 25 pl de proteinasa

Information” (NCBI) (WWW/ncbi.nIm.nih.gov). >3 K (20 mg/ml) y agarosa (pronadisa D-1LE, lab.



CONDA) al 1.6% en amortiguador de lavado
y se mezcl6 la suspension. Inmediatamente se
Ilenaron los moldes para la formacion del bloque
y se dejé solidificar a temperatura ambiente.

¢) Lisis bacteriana

Los blogues se colocaron en amortiguador de
lisis (Tris 50 mM, EDTA 50 mM, SDS 1%
pH 8) y se dejaron a 50°C toda la noche en
agitacion. Después de este tiempo los bloques
permanecieron a temperatura ambiente y se
lavaron con agua desionizada en bafio de agua a
50°C. Posteriormente se realizaron 5 lavados con
amortiguador TE IX (Tris 10 mM, EDTA 1 mM
pH8), tres lavados en el amortiguador en bafio
de agua a 50°C vy dos a temperatura ambiente.

d) Digestion del DNA

Para la digestion los bloques se colocaron en 300
ul de la enzima XBal (In vitrogen 10 U/ml), y se
incubaron a 37°C toda la noche en agitacion a 450
rpm. Se aspir6 la mezcla de la enzimay se agrego
agua para mantener hidratado el bloque, listo para
correr la electroforesis.

e) Condiciones de la electroforesis en campos
pulsados.

La electroforesis en campos pulsados se realizé en
un equipo DRII (Bio-Rad USA) con amortiguador
TBE 0.5X en un gel de agarosa (Pronadisa D-5,
lab CONDA) al 1%.
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Condiciones de electroforesis:Tiempo inicial 5.3
seg. Tiempo final 49.9 segundos, gradiente 6.0 v/
cm, tiempo de corrimiento 20 h. Se utilizo6 el mar-
cador de peso molecular lambda (BioLabs, USA).

f) Tincion del gel.

El gel se tifid 30 min con bromuro de etidio y se
lavé con agua de la llave. El gel se observé en un
transiluminador, se escane0 y se archivé en forma
digital.

5.5.1.2 Analisis de los datos de la electroforesis en
campos pulsados

El patron de DNA generado por la electrofore-
sis en campos pulsados se analizé de acuerdo a
los criterios de Tenover et al (1995), con base en
la diferencia de bandas. El patrén de PFGE mas
repetido se designd tipo A y los patrones idénti-
cos se utilizaron como referencia para diferenciar
otros patrones; asi en el patron tipo A se incluy-
en cepas con menos de tres bandas diferentes, en
el tipo B con menos de 6 bandas diferentes, y el
tipo C con 7 o mas bandas diferentes. Después de
un andlisis a simple vista, el gel se analiz6 con el
software Alpha Imager (Alpha Innotech Co.), y se
utilizé el coeficiente de Dice (Register y Sanden,
2006) para establecer los patrones de restriccion.
A partir de este analisis se construy6 un dendog-
rama con el software NTSYSpc version 2.02.



6.0 Resultados

6.1 Muestreo e identificacién de cepas
de Bordetella bronchiseptica

6.1.1 Muestreos y aislamientos

Se colectaron seiscientas setenta y seis muestras
en total durante el periodo de febrero de 2009
a diciembre de 2011. De estas muestras, 63
corresponden a perros caseros, 428 a perros de
Centros de Control Canino (CCC), 63 a personas
sanas, 114 a pacientes del Hospital General de
México (HGM) y 9 a personas hospitalizadas en
la Unidad de Infectologia de HGM (Cuadro 2).
De las 676 muestras, sumando las de los perros y
las de humanos, 12 fueron positivas a Bordetella
bronchiseptica. De éstas, once provenian de los
perros y una se aislé de un paciente de la Unidad
de Infectologia.

En el Cuadro 2 se puede apreciar que el porcentaje
de aislamiento de Bordetella bronchiseptica
(1.4%) fue menor en la poblacion de perros

Cuadro 2. Numero total de muestras
trabajadas por poblacion.

Mo. Muestras
Poblacion

Muestreada ol
Perros caseros

Perrosde

Centro de

Control Canino

(CCC)

Personas sanas
Pacientes del
Hospital
General México
(HGM)
‘Pacientes de

Infectologia
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Alslamientos (%)

muestreados en CCC comparado con el de los
perros caseros (8%).

En cuanto a los exudados de personas sanas que
convivian con sus mascotas (perros caseros), no se
obtuvieron aislamientos, aun cuando en uno de los
perros se aislé la bacteria.

A las cepas aisladas se les asigné un cddigo, asi
que se tiene, 151837083, 151829626, Maxim,
1518596000, y MP1 cepas aisladas perros caseros
y 231003011, 331003011, 361003011, 151703011,
78B1, 4F1 corresponden a aislamientos de CCC.
La cepa denominada VIH6 se aislé de uno de
los pacientes del Hospital General del cual se
desconoce si convivia con mascotas portadoras.

6.1.2  Identificacion de cepas de Bordetella
bronchiseptica por pruebas bioquimicas

En las cajas de agar MacConkey, después de 36 h a
37°C, se pudo observar la morfologia tipica de B.
bronchiseptica, es decir, colonias color parduzco
con el centro color violeta. Al microscopio se pudo
observar bacilos Gram negativos moviles.

Despuésde obtener los aislamientos con morfologia
tipica de Bordetella bronchiseptica, se procedid
a la identificacion por pruebas bioquimicas. Los
resultados se resumen en el Cuadro 3.

A partir de cultivos puros crecidos en agar
MacConkey vy después de un periodo de
incubacion de 48 h a 37°C de las cepas aisladas,
se realizaron pruebas bioquimicas primarias;
actividad de oxidasa y catalasa, y no produccion
de indol (Cuadro 3). Las bacterias que presentaron
estas caracteristicas bioquimicas, se sembraron en
los paneles de BBL Crystal, los resultados fueron
congruentes con las caracteristicas metabdlicas de
la bacteria (Cuadro 3).

Las bacterias aisladas se identificaron como B.
bronchiseptica cuando fueron positivas a las
pruebas de: oxidasa, ureasa, catalasa, citrato y
negativas a las otras pruebas biogquimicas. En el



Cuadro 3 Resultados de las pruebas bioquimicas de cepas de Bordetella

bronchiseptica

Cepa/Actividad | Oxidasa | Catalasa | Gelatinasa
metabolica
+ - + + - -

151337023 +

1518296126 + +
I i
1518596000 [ I
MP1 + +
251003011 + +
+ +
361003011 + +
+ +
+ +
[ i
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
- -+

= + + = -
1 |
i i
= e + = =
= + + - =
= 4 & = =
- + + — -
= + &+ = =
= 4 4+ = =
i |
= + o4 = =
- + -+ - =
= + 4 - =
= + + i =
= + + = =
- - - + '1-*

*Aldonitol e inositol negativo CHO’s = carbohidratos

Cuadro 3 se puede observar que de los 30 reactivos
que contiene el estuche BBL Crystal, se colocaron
solo las pruebas bioquimicas de mayor relevancia
para la identificacion de B. bronchiseptica, que son
la no fermentacion de carbohidratos (incluye 10)
indicados en el cuadro como CHO’S, hidrolisis
de la urea y degradacion del citrato. Ademas de la
deteccion de oxidasa, catalasa y la no produccion
de indol que no se incluyen en el estuche de
deteccidn. En el cuadro se puede advertir también
el resultado de las pruebas bioquimicas de cepas
control: B. bronchiseptica ATCC 4617 y 10580,
y una cepa aislada de perro (P37) y almacenada
en nitrogeno liquido. También se utilizé una cepa

de Escherichia coli que fermento 8 de los 10 »g

carbohidratos, es indol positivo, citrato y urea
negativo.

6.1.3 Identificacion de las cepas por andlisis
comparativo de la secuencia de RNAr 16S.

A veinticuatro cepas de B. bronchiseptica, previa
identificacion por caracteristicas bioquimicas, se
les corroboro su identificacion por secuenciacion
del RNAr 16S.

El producto de PCR presentd el tamafio de 1
500 pb esperado (Figuras 2 a 5); en las figuras
se muestra la amplificacion del DNA de todas las
cepas de B. bronchiseptica.
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Figura 2.
Productode PCR
de iniciadores
rDNA 16S en gel
de agarosa 1%
de cepas de B.

1600 pbronchiseptica.

Carril 1.- 4617;
2.-10580;

3.- P4; 4.-P18;
5.- P36; 6.- P37;
7.-P3 8.-P98,
10.- Marcador de
pares de bases 1
Kb.

1500pb

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de PCR de cepas
de B. bronchiseptica con los iniciadores rDNA 16S. Carril: 1.- LBF; 3.- P21; 4.- P31,

6.- P1; 8.- P98 y 10.- Control Positivo
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Figura 4. Producto de
PCR de iniciadores 16S
rDNA en gel de agarosa
1% de cepas de B.
bronchiseptica: Carril

1.- P18; 2.- P37; 3- P9;
4.-Control 4617 y

6.- Marcador de pares de
bases 1 Kb.

1500pb 1600pb

14

1500pb 1600pb

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de PCR
de cepas de Bordetella bronchiseptica con los iniciadores de rRNA 16S.
Carril: 1. — 231003011 2.- 151703011; 3.- 331003011; 4.- 361003011; 5.-
10580 ATCC; 6.- 78B1; 7.- VIH6; 8.- 151837083; 10.- Marcador 1Kb; 11.-
151829626; 12.- Maxim; 13.- 1518596000; 14.- MP1 y 16.- Marcador 1Kb.
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En las Figuras 2-4 se muestran las amplificaciones
del DNA de las cepas aisladas en nuestro
laboratorio en el periodo septiembre 1997 a marzo
1998 y controles ATCC 4617 y 10580 y una cepa
de origen porcino LBF.

En la Figura 5 se representan los amplicones de
generados a partir del DNA de las cepas aisladas
en este trabajo.

El par de iniciadores utilizados para amplificar
1 500 pb que codifican para el rRNA 16S de B.
bronchiseptica solo mostro un amplicon, la banda
de cada una de las cepas se purificd y secuencio.
El “Basic Local Aligment Seare (BLAST)” de las
secuencias en la base de datos “GenBank” presento
98-99% de homologia con B. bronchiseptica,
con excepcioén de las cepas 78B1 y VIH 6 que la
homologia de 90 y 82% respectivamente.

Cuadro 4 ldentificacion por rDNA 16S de cepas de B. bronchiseptica aisladas de perro y

nimero de acceso al GenBank.*

Cepa Iniciador Resultado [GEB) Mo. de accesoal GenBank
F4 FDO1 B. bronchiseptica FIBG7619
P18 FDO1 B. bronchiseptica 0131888
P21 FDO1 B. bronchiseptica EU152965
P21 RD1 B. bronchiseptica EU152968
P31 FDO1 B. bronchiseptica RB50 EU152962
P31 RD1 B. bronchiseptica RB50 EU152966
P36 FD1 B. bronchiseptica FI1BBTB20
P37 FD1 B. bronchiseptica RB50 FlB67621
PoB FD1 B. bronchiseptica 0131889
LBF FD1 B. bronchiseptica EL1S2964

10580 FD1 B. bronchiseptica JO853658

417 FD1 B. bronchiseptica [ATCC)
Pl FD1 B. bronchiseptica JOB24384
P38 FD1 B. bronchiseptica 10853660



Cuadro 5 Identificacion por rDNA 16S de cepas de B. bronchiseptica aisladas de
perro y una de humano (VIH6), se muestra el nimero de acceso al Genbank.*

Cepa Iniciador Resultado (GB) MNo. de acceso al GenBank

151837083

FD1 B. bronchiseptica 10953661
151829626

FD1 B. bronchiseptica JUY53654
Maxim

RD1 B. bronchiseptica 10952662
15185926000

FD1 8. bronchiseptica RO50 JO953656
M1 i i

RD1 B. bronchiseptica RB50 10953657
231003011

FD1 B. bronchiscptica JQ953652
331003011

FD1 B. bronchiseptica RB50 JO953655
361003011

FD1 B. bronchiseptica 10953663
151703011

FD1 B. bronchiseptica JQ953653
fad1

Fo1 B. bronchiseptica X129161
4F1

FD1 B. bronchiseptica 10953651
ViHe

FD1 B. bronchiseptica JQ953659

Las secuencias obtenidas en este estudio estan
depositadas en el Gen Bank con los nimeros de
acceso EU152962-68, FJ867619-21, GQ131888-
89, JQ824384 y JQ953651-63, (Cuadro 4 y 5),
cepas aisladas en 1997 a 1998 almacenadas en
nitrégeno liquido y cepas de aislamiento reciente
respectivamente.

6.2 Patréon de PFGE.

La digestion con la enzima Xbal del DNA
gendémico de las cepas de B. bronchiseptica
gener0 bandas resueltas en un rango de 78 a
488Kb (Figuras 6 y 7). Las cepas de referencia

cada uno de los geles y se produjo constantemente
el mismo patron. Con los pesos obtenidos de
cada banda se realiz6 una matriz y las cepas se
agruparon de acuerdo a los criterios de Tenover
et al., 1995, ver seccién 5.6.1.13. La mayoria de
las cepas arrojaron un total de 11 a 13 bandas,
originando diversos patrones de restriccion en
el arreglo de DNA. De acuerdo a la presencia o
ausencia de cada una de las bandas se observaron
un total de 17 patrones distintos de restriccion,
incluyendo 3 tipos principales definidos como
A, By C. El tipo A con 6 subtipos (difieren de 1
a 3 bandas; Al y-A6). El patrén més comdn de
PFGE y que agrupa a 6 cepas (28.57%) idénticas

(ATCC 4617 y 10580, LBF) se incluyeron en g fue denominado A (Cuadro 6). Los subtipos Al
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Figura 6 Patron de electroforesis en campos pulsados de cepas de Bordetella bron-
chiseptica aisladas de perro. Carriles (A): 1.- Marcador de pares de bases lambda; 2.-
P1, 3.- P4; 4.- P18; 5.- P21; 6.- P31; 7.- P36; 8.- P37; 9.- P38; 10.- P98; 11.- 10580; 12.-

4617; 13.- LBF; 14.- 4617. 151703011, 4F1.

Fig. 7 Patron
de electroforesis
en campos
pulsados de epas
de Bordetella
bronchiseptica
aisladas de perro.
Carriles (A):
1.151837083;
2.- 1518596000;
3.- 151829626;
4.-Maxim; 5.-MP1;
6.-78BCarriles (A):
1.-151 4.-Maxim;
5.-MP1; 6.-78B1,
7.361703011;
8.-3310011; 9.-15
151703011; 10.-
4F1; 11.-2310;
12.-VIHG6;13.-
10580;14.-
Marcador de pares
de bases lambda;
15.-4F1.



Cuadro 6. Patrones de PFGE de B. bronchiseptica digerida con Xbal.

Fatrdn Cepa No. de |Cateporia® No. de
de | ragmentos aislados
PFGE* dilerentes (%) T
comparado con
el tipo idéntico. |
A P1,P4. P21, 0 Indistinguible| 6 ({28.57)
P38,MP1,331003011 §
= Al 1
P36
A2 1
15185596000
A3 2
ViHB
Ad . Relacivnados | 6 (28.57)
P18 cercanament
AS 3 .
151837083
f=1 3 3
15189626
A B MAXIM a Relacidn 1(4.76) |
posible
i} P17 4 1{4.76)
C 4F1 6 1{4.76)
el F98,LBF 7 1 (4.76)
c 2 61003011, 151703011 = Difcrente 2 (9.52)
C3 P31 9 1 (4.76)
4 4617 13
L 231003011 11 1(4./6)
B 10580 7
7 7881 2 1(4.76)

Tenover et. al., 1995 Calculados sobre las 21 cepas aisladas de perro, sin contar
las cepas de referencia. *Ver figura 8
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Figura 8 Representacion esquematica de patrones de PFGE y dendograma
de Xbal de B. bronchiseptica elaborado con NTSYSpc version 2.02. (A)
Lineas: Marcador de pares de bases lambda; A-C, patrones de PFGE de
B. bronchiseptica (B) Patrones de PFGE y dendograma de cepas de B.
bronchiseptica.
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Figura 9 Dendograma de patrones de PFGE generados por digestion con Xbal de
cepas de B. bronchiseptica, realizada de acuerdo NTSYSpc versién 2.02

— A6 tienen una relacion muy cercana y estan
relacionados con el tipo A idéntico, el patrén de
restriccion difiere de 1 a 3 bandas. El tipo B y
subtipo B1 difiere del tipo A por 4 bandas, el tipo
C y subtipos (C1-C7) difiere del tipo A en 6 0 mas
bandas.

La mayoria de las cepas de B. bronchiseptica
aisladas de perro, presentan el patron tipo A,
las cepas Maxim y P37 tiene un patrdn tipo B y
B1 respectivamente. Las cepas 4F1, P98, P31,
361003011, 141703011, 231003011, 78 BI,
LBF y las cepas ATCC 4617 y 10580 un patrén
tipo C con sus subtipos.

El dendograma generado por el andlisis del
software NTSY'S a partir del patron de restriccion
del DNA de las cepas de B. bronchiseptica
(Figuras 8 Y 9 ), formo tres tipos principales
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(A, By C). Los subtipos A1-A6 (cepas
P36, 1518596000, VIH6, P18, 151837083,
15189626) presentan una relacion estrecha
con el tipo A idénticas (cepas P1, P4, P21,
P38, MP1Y 331003011). En este grupo estan
incluidos cuatro cepas aisladas de perros de
CCC y dos de perros caseros (P38 y MP1).
Es importante sefialar que la cepa de B.
bronchiseptica aislada de humano (VIHG6)
tiene una relacion cercana con once cepas
aisladas de perros incluidas las obtenidas de
Perros caseros.

El tipo B tiene una relacién menos estrecha
con el tipo A. El tipo C es diferente del tipo
A. Las cepas de B. bronchiseptica aisladas
de perros caseros (8 de las 10) presentaron
un patrén homogéneo, esto es, se ubicaron
en los tipos Ay B.



7.0 DISCUSION

7.1 MUESTREO Y AISLAMIENTO DE CEPAS
DE Bordetella bronchiseptica

Bordetella bronchiseptica es un patégeno
comdn en el tracto respiratorio de muchos
animales silvestres y domésticos (Stavely et al.,
2003; Farrington y Jorgenson, 1976; Rougier
et al., 2006). En perros, es agente causal de la
Traqueobronquintis Infecciosa Canina (TBIC),
también llamada tos de las perreras, como
patdgeno primario 0 como agente secundario
después de una infeccion viral (Wright et al.,
1973; Azetaka y Konishi, 1988). También
puede causar neumonia en humanos con un
estado inmunocomprometido. Se ha propuesto
que la bacteria puede ser transmitida de
animales enfermos (Gueirard et al., 1995) y
especificamente de perro a humano (Decker et
al., 1991; Huebner et al., 2006).

En el presente estudio se describe el primer
intento en México de comprobar la presencia
de Bordetella bronchiseptica en humanos con
una situacion de salud debilitante y la relacion
epidemiolégica que guarda con las cepas
aisladas de perro. De 114 lavados bronquiales y
9 exudados de personas con algin padecimiento
clinico, asi como 62 exudados nasales y faringeos
de personas sanas, se obtuvo un aislamiento de
la bacteria de una persona seropositiva al VIH.
Con respecto a las dos poblaciones de perro
muestreadas (perros caseros y perros de CCC),
se lograron 5y 6 aislamientos respectivamente,
de B. bronchiseptica. Con base al patron de
restriccion generado por electroforesis en campos
pulsados (PFGE), lacepade B. bronchisepticade
origen humano estd estrechamente relacionada
con 12 de 21 cepas de origen canino.

Desde 1910 cuando se reporto la presencia de
B. bronchiseptica en perros, se han publicado
diversos trabajos de animales enfermos o sanos
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veterinarios, albergues, pensiones y criaderos.
Por lo regular, los estudios estdn enfocados al
aislamiento de B. bronchiseptica en animales
confinados y su relacion a brotes de TBIC.

De los trabajos reportados en donde se presento
un brote de TBIC el realizado por Bemis et al.,
1976 es un estudio de una perrera que albergaba
entre 300 y 400 animales; en el muestreo por
aspirado traqueal de 88 cachorros obtuvieron el
11% de aislamiento Bordetella bronchiseptica
y 12 % de 78 animales de un afio de edad. Ese
mismo afio, Batey y Smits reportaron que B.
bronchiseptica fue la responsable de un brote de
TBIC en cachorros, pues fue aislado de todos los
animales enfermos.

McClandishetal. (1978) encontraron unaciframuy
alta de 40% a partir de 27 animales tomando las
muestras de diversas areas del tracto respiratorio.
En 1998 Azetaka y Konishi, analizaron 33
muestras de perros provenientes de un brote de
tos de las perreras en Japon, encontrando el mayor
porcentaje de aislamiento (21% para adenovirus
tipo 2 y 9% para B. bronchiseptica. Por su
parte Angus et al., (1997) mostraron que de 264
perros muestreados por aspirado traqueal en un
periodo de 6 afios (1989-1995), obtuvieron 116
aislamientos bacterianos de los cuales el 12%
correspondi6 a B. bronchiseptica. Estudios méas
reciente reportados por Chalker et al., 2003, Foley
et al., 2004 y Mochizuki et al., 2008 mostraron
porcentajes de aislamiento de 47 % (n= 152), 23
% (n=120) y 10 % (n=68) respectivamente.

Se puede observar en los ocho trabajos antes
descritos, que el porcentaje de aislamiento de B.
bronchiseptica esta en un rango de 11 a 20%. Es
importante sefialar cuatro aspectos relevantes: la
inconstancia en el tamafio de la muestra, la edad
de los perros (en su mayoria cachorros), todos
los animales confinados por més de dos semanas
y animales con signologia de enfermedad
respiratoria o diagnosticados con TBIC.



Los datos mencionados en el parrafo anterior
concuerdan con el porcentaje de aislamiento
reportado en este estudio, en particular para la
poblacion de perros caseros (8% n=62). Una
observacion considerable que se presentd fue
la identificacion de problemas de afecciones
en vias respiratorias (rinorrea, tos, secrecion
mucupurulenta y anorexia) en un consultorio
veterinario en donde se obtuvieron 12 exudados
nasales de perros entre tres y cinco meses de edad,
de los cuales 4 resultaron con B. bronchiseptica.
Los exudados provenian de perros importados
de los Estados Unidos de América que son
mantenidos en el consultorio en cuestion hasta su
venta.

De seis exudados que se consiguieron durante el
mes de marzo se obtuvieron 3 aislamientos y uno
de 6 muestras en mayo. Con excepcion de dos
exudados, en todos crecieron otras bacterias, una
de ellas identificadas como Pseudomona sp.

B. bronchiseptica crecié en un solo caso como
cultivo puro, cepa denominada “Maxim”: el
animal llevaba dos tratamientos con antibioticos
y continuaba con los signos. El antibiograma
realizado en el laboratorio mostro que la cepa
fue sensible a 3 antimicrobianos de 7 que se
ensayaron. EI mismo patrén se present6 en otra
cepa (1518596000) aislada dos meses después.
En un trabajo anterior nosotros reportamos algo
similar; de 11 muestras de perros de una escuela
de entrenamiento canino con afecciones en vias
respiratorias, obtuvimos 5 aislamientos de B.
bronchiseptica (Molina et al., 2006).

Con respecto a la problematica anterior,
Radhakrishnan et al., 2007 mostraron en un
estudio de 7 afios (1993-2002) que de 65 perros
con <1 afio de edad con neumonia, atendidos
en un hospital veterinario, a 32 se les aislé B.
bronchiseptica. Los mismos autores mencionan la
probabilidad de que hayan adquirido la infeccién
en una tienda de mascotas pues ahi hay contacto
muy cercano entre los cachorros y mayor estrés

virales y parasitarias, ademas de cambios bruscos
en el ambiente y la dieta.

En este trabajo también se reporta el aislamiento
de B. bronchiseptica en una poblacién de perros
CCC. Desafortunadamente, no se tienen datos
sobre el estado clinico de los animales a los que
se les aislo la bacteria, pues el CCC de Ecatepec,
Edo. Mex. de donde se obtuvo la mayoria de las
muestras, no reportd problemas de TBIC. Esto
explicaria el bajo porcentaje de aislamiento (1.4%
n=428) de B. bronchiseptica en esta poblacion.
No obstante, de los escasos trabajos en los que
se reporta el aislamiento de B. bronchiseptica en
animales sanos, esta el realizado por Chalker et al.,
2003, quienes obtuvieron un 39% de aislamiento
con una n=54, muy superior a lo encontrado en el
presente trabajo.

Es justo sefialar que el estudio de Chalker et al.,
en el 2003 se realizé en una perrera de reubicacion
con una historia prolongada de enfermedades
respiratorias. En esta perrera los animales
permanecen minimo tres semanas, ello sugeriria
que son portadores asintomaticos.

Se ha sefialado que B. bronchiseptica forma
parte del tracto respiratorio de perros (Clapper y
Mende, 1963 y MacKiernan et al., 1984) por lo
que el aislamiento de la bacteria puede ser comdn.
Lo anterior no se demuestra en el presente trabajo,
pues solo se lograron tener 6 aislamientos.

Esto ya se habia observado por nuestro grupo de
trabajo (Molina et al., 2006). Al respecto, Ueland
1990 obtuvo muestras de perros provenientes
de distintas areas geograficas de Noruega con
sintomas de TBIC, encontré que la enfermedad
se caracterizd por una alta infectividad y no
se presentd en animales confinados o en una
perrera, pues la mayoria de ellos nunca estuvieron
en una. De acuerdo a sus resultados él sugiere
que B. bronchiseptica no estd involucrada en la
enfermedad, pues en los muestreos realizados por
lavados de faringe no se mostr6 su presencia, es

debido a infecciones recurrentes bacterianas, 3 decir, no se aislé B. bronchiseptica.



Por otro lado no se obtuvieron aislamientos de
B. bronchiseptica en lavados bronquiales de
pacientes del Hospital General de México. En
este sentido se menciona que B. bronchiseptica
es una bacteria que causa infecciones en el
tracto respiratorio de mamiferos y raramente se
aisla en muestras clinicas, sin embargo se le ha
involucrado como agente causal de infecciones en
el tracto respiratorio (Scully et al., 2000; Shimoni
et al., 2000; Llombart et al., 2006), peritonitis
(Ki-Bum et al., 2009; Hadley et al., 2009) y
meningitis (Belen et al., 2003). En este trabajo
se aislo una cepa de B. bronchiseptica (VIH6) a
partir de un exudado nasal de una persona positiva
al VIH, internada en la unidad de infectologia del
Hospital General de Meéxico, desafortunadamente
no se cuenta con datos clinicos del paciente.

Se ha reportado que B. bronchiseptica coloniza
el tracto respiratorio de cuidadores de animales
(Goodnow, 1980). En este trabajo no se obtuvieron
aislamientos de la bacteria en 10 exudados nasales
y faringeos de trabajadores del Centro del Control
Canino de Ecatepec, en su mayoria medicos
veterinarios, aun cuando la persona que realizaba
trabajo administrativo cursaba con afeccion
respiratoria cronica (tos, secrecion nasal, afénica
y dolor en la espalda). Estos resultados pudieran
estar relacionados con el reducido nimero de
aislamientos logrados en los perros capturados en
el Centro, ademas de que el personal médico no
esta en contacto directo con los animales, quienes
son sacrificados a las 48 h de su ingreso al Centro.

Con relacion a lo anterior, aunque la transmisién
de la bacteria de animales a humanos se ha
documentado en cuidadores de animales y nifios,
el contacto estrecho con animales enfermos no es
esencial para contraer esta infeccion, pese a causar
complicaciones respiratorias leves y enfermedad
parecida a las que provoca B. pertussis (Gueirard
et al., 1995). Asi lo demuestran trabajos en
donde se documento la transmision nosocomial
(Stevens-Krebbers et al., 1991; Huebner et al.,
2006).
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Existen informes de personas que presentaron
infecciones severas debido a B. bronchiseptica
(Amador et al., 1991); la mayoria de estas
infecciones involucran el tracto respiratorio y se
producen en el paciente que tiene una enfermedad
subyacente, y que esta inmunosuprimido (Le
Costumier et al., 1995; Dworkin et al., 1999; Ner
et al., 2003; Spiker et al., 2008).

Hasta donde se tiene conocimiento, este es el
primer reporte en México del aislamiento B.
bronchiseptica de un paciente con VIH y se
suma a los escasas investigaciones dirigidas a la
busqueda intencionada de la bacteria. Son cuatro
los trabajos en los que se realiz6 un seguimiento
en un periodo de tiempo de entre 6-8 afios (Spiker
et al., 2008; Dworkin et al., 1999). Sobresale
el tamafio de muestra utilizada y el total de
aislamientos obtenidos. Como se puede observar
en el Cuadro 7, el menor nimero de muestras
fue de 874 donde los autores obtuvieron dos
aislamientos (Dworkin et al., 1999). Mientras que
cuando la n fue de 41,336 los aislamientos fueron
23 (Spiker et al., 2008). Es importante notar que
este Ultimo dato, no discrimina B. bronchiseptica
de B. parapertussis. Comparativamente con
estos reportes, un buen logro de este trabajo es el
aislamiento de B bronchiseptica a partir de una n
de 157 obtenida en dos afios.

Lostrabajossobreaislamientode B. bronchiseptica
sefialados en el parrafo anterior deben su alcance
a la buena coordinacién y organizacion entre los
hospitales de cada lugar. En México, el vincular
la investigacion con el sector salud sobre todo
en hospitales, no es una practica facil. Asi cabe
sefialar que el Instituto Nacional de Referencia
Epidemioldgica (INDRE) en México es una
entidad encargada de la vigilancia epidemiol6gica
de microorganismos en todo el pais por tanto,
estan en contacto con los hospitales regionales. A
él se remiten todos los aislamientos de patdgenos
de vigilancia epidemioldgica.

Dentro de los patogenos considerados como de



vigilancia estdn B. pertussis, B. parapertussis
y recientemente B. holmesii. EIl laboratorio de
Infecciones Respiratorias Agudas (IRA’s) es el
encargado de confirmar las identificaciones de
aislamientos de estas bacterias. También lleva el
registro de los brotes de las infecciones de este
tipo. En el IRA’s se cuenta con el protocolo para
la identificacion de B. bronchiseptica, ain cuando
ésta no figura como un patégeno de vigilancia
epidemioldgica; se  menciona que hubo un
aislamiento de la bacteria, sin embargo la ficha
técnica y la cepa no estan disponibles (QFB
Guadalupe Guerrero, responsable del laboratorio,
comunicacion personal).

Esta investigacion concuerda con que la
bacteria solo se aisla de personas con un estado
inmunecomprometido, puesto que en 63 exudados
de personas sanas no se obtuvieron aislamientos.

B. bronchiseptica infecta a animales mascota
y de granja a los que los humanos estan
frecuentemente expuestos, incluyendo  gatos
y perros. Las infecciones en humanos ocurren
ocasionalmente, cuando se presentan en individuos
inmunocomprometidos, aunque también se ha
reportado en enfermedades relacionadas con
adultos sanos y nifios (Matoo y Cherry, 2005).
En este estudio se consiguieron 60 muestras de
personas sanas con sus mascotas, de éstas solo se
tuvo un aislamiento de una mascota (MP1), no asi
de los duefios.

Hay pocos datos epidemioldgicos contundentes
relacionados en la transmision de B. bronchisep-
tica entre animales domésticos y humanos. Los
perros y gatos son hospederos de la bacteria y
frecuentemente implicados como fuente de in-
feccion a los humanos, pero mucha de la eviden-
cia es circunstancial. De la misma forma, falta
informacion relacionada con la potencialidad
de la transmision humano-humano. La obten-
cion de detalles clinicos y datos epidemiol6gi-
cos pareados con comparaciones genéticas de
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establecer mas firmemente patrones de trans-
mision e identificar probables riesgos de contacto.

7.2 Identificacion de las cepas aisladas

El aislamiento de B. bronchiseptica puede
realizarse en varios medios de cultivo, como
MacConkey, Bordet-Gengou o Smith Baskerville.
Estos medios de cultivo permiten el crecimiento
de numerosos contaminantes que pueden alterar la
morfologia de las colonias de B. bronchiseptica,
por ejemplo, la flora orofaringe, nasal o la de
lavados bronquiales tales como Pseudomonas,
Alcaligenes y Enterobacterias. Lo que dificulta
el aislamiento de B. bronchiseptica y complica
el proceso de la identificacion, o bien puede
que la la carga bacteriana de B. bronchiseptica
sea tan pequefia que no se pueda desarrollar
y por tanto, no detectable. También es bien
sabido que P. aeruginosa puede invadir las
cajas con agar, obstruyendo la presencia de
otras bacterias o producir sustancias que pueden

Cuadro 7. Aislamientos de Bordetella
bronchiseptica en humanos en
comparacion con el trabajo actual.

151 1
41,336 3
5,187 6
2.064 2

874 234



impedir el crecimiento de otras bacterias (van
Ba et al., 2000 citado en Bittar et al., 2010).
En el presente trabajo se aislaron 12 cepas de B.
bronchiseptica a partir de agar MacConkey en
donde se pudo observar el crecimiento tipico de
la bacteria. Sin embargo, con la finalidad de au-
mentar la posibilidad del crecimiento (ver Cuadro
2), se procedio a utilizar el protocolo indicado por
el laboratorio de Infecciones Respiratorias Agu-
das Bacterianas y Pertussis (IRAs del Instituto
Nacional de Diagndstico y Referencia Epidemi-
oldgico (InDRE) (Figura 10). La toma de muestra
se hizo con hisopos de raydn, pues estos y los de
dacron, son los més adecuados para preservar a la

bacteria viva. Los acidos grasos presentes en los
hisopos de algodon pueden interferir en el crec-
imiento y por tanto, en la recuperacién de cualqui-
er tipo de bacteria, incluyendo B. bronchiseptica.

Los hisopos se colocaron en solucion salina fi-
siologica estéril conteniendo cefalexina 40ug/
ml y se transportaron en frio al laboratorio. Los
exudados se sembraron en agar Bordet-Gengou
suplementado al 15% con eritrocitos de carnero
y MacConkey, a ambos se les agrego cefalexina
40pg/ml. Se incubaron durante 24 y 48 h a 37°C.
Las colonias presuntivas de B. bronchiseptica se
sometieron a tincion de Gram y se resembraron

MUESTRA DE ELECCION
Ex NF

| |

Medio de transporte
SS con cefalexina (40pg/fmL)

|

Siembra en medio de cullivo especifico
Bordet Gengou

bactoripnas
2011

i |

g Tpfu

1 Incubara 37 C de 3 a 7 dias

Identificacion de colonias sugestivas de
Bordetella perfussis
Tincién de Gram |

Identificacién y confirmacidon
por aglutinacion o coaglutinacidon con antisuero
especifico

Figura 10 Esquema para la idetificacion de Bordetella pertussis, de acuerdo al laboratorio de
IRAs bacterianas en el INDRE. El El procedimeinto aplica para tres especies del género en la

gue se incluye B. bronchiseptica.
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en agar MacConkey para obtener cultivos puros.

Siguiendo el protocolo del INDRE, a las bacterias
se les realizaron las pruebas bioguimicas de
oxidasa, catalasa, ureasa y citrato. En este
protocolo se usa el | agar Bordet-Gengou que es
un medio mas enriquecido que la base de agar
sangre utilizado en este estudio. Sin embargo,
no se logré el aislamiento de la bacteria en 96
muestras, independientemente de que fueran
de perros o humanos. Ambos medios, Bordet-
Gengou y base de agar sangre, contienen
peptonas, cloruro de sodio y se les suplementa con
eritrocitos de carnero 15 y 5% respectivamente.
Aln cuando Bordet-Gengou tiene una mayor
cantidad de eritrocitos, la base de agar sangre,
contiene infusion de musculo cardiaco que ayuda
al desarrollo de la bacteria.

El uso de la solucion salina fisiologica y los
medios con cefalexina (40pug/ml) disminuyeron
en mucho el crecimiento de otras bacterias, de tal
suerte que facilito la observacion de la morfologia
de las colonias y por tanto ladeteccion del
crecimiento caracteristico de B. bronchiseptica.
De hecho, se observo crecimiento de uno o dos
tipos de colonias pero sin la hemolisis B tipica
en Bordet-Gengou. A pesar de ello, a las colonias
desarrolladas en este medio se les realizd la
tincion de Gram y si la morfologia correspondia
a un cocobacilo parecido a B. bronchiseptica, se
les hacia el seguimiento de acuerdo al protocolo
del InDRE, pero ninguna de las sospechosas
se identifico como B. bronchiseptica.
Debido a que no se obtuvieron aislamientos
de la bacteria y para descartar si la cefalexina
podria estar interfiriendo con el crecimiento de
la misma, se resembraron las 12 cepas aisladas y
una de referencia 10580, en agar Bordet-gengou
y MacConkey con cefalexina (40pg/ml). Todas
crecieron en ambos medios.

La propuesta de los medios de cultivo selectivos
para B. bronchiseptica se basa en el uso de

de aislamiento y desarrollo de la bacteria difieren
sustancialmente (Farrington y Switzer, 1977;
Smith y Baskerville, 1979; Laraviere, et al 1993,
IRAs, 2011). En este estudio la utilizacion de
hisopos de algodon, caldo BIH como medio de
transporte y agar MaConkey en su formulacion
original resultaron ser adecuados para el
aislamiento de B. bronchiseptica.

La identificacion clasica de muestras recuperadas
de humanos o animales con signos de enfermedad
respiratoria y que involucran a B. bronchiseptica,
estdn basados principalmente sobre diferentes
caracteristicas morfologicas y metabdlicas. Estas
caracteristicas incluyen la tincion de Gram,
crecimientoa 37°C, actividad de enzimas (catalasa,
oxidasay ureasa), asimilacion de carbono mediante
el citrato, y falta de actividad sobre azucares.

En este trabajo se identificaron 12 cepas de B.
bronchiseptica por caracteristicas fenotipicas
y propiedades bioquimicas; oxidasa, catalasa,
ureasa, prueba de indol y la no utilizacion de
10 carbohidratos. Las propiedades fenotipicas
y metabdlicas de las cepas aisladas de B.
bronchiseptica de perros y una de humano
estan de acuerdo con los datos de la literatura.

Para la identificacién por pruebas bioquimicas
de las cepas aisladas se utilizd el estuche
miniaturizado BBL Crystal. En este, las cepas
de B bronchiseptica aisladas mostraron actividad
de ureasa incierta, después de 48 h. Por tanto, se
confirmo la actividad en tubo, por la prueba de
Cristiancens y se obtuvo una reaccion positiva a
las 24 h. Una caracteristica de B. bronchiseptica
a diferencia de otras especies del genero es la
actividad de ureasa en un maximo de 24 h, aunque
Denes et al., 2006 comprobaron la actividad de
ureasa después de 48 h. Ademéas mostraron que
cepas de B. bronchiseptica crecidas en 20 mM
de MgSO4 fueron ureasa positiva y las crecidas
en ausencia de MgSO4 no presentaron actividad.
Nosotros observamos en una misma placa el
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actividad de ureasa, esto mismo lo reportaron
Khayar et al., 2011. En el presente estudio se
excluyeron de la investigacion cepas bacterianas
que coinciden con todo el perfil morfolégico y
bioquimico de la bacteria pero sin actividad de
ureasa.

La diversidad bacteriana de acuerdo a su origen
constituye una variable dificil para los sistemas
de identificacion. Cepas bacterianas de la
misma especie pueden variar ligeramente en sus
reacciones bioguimicas. Las bacterias de origen
animal, diferente al Homo sapiens, son de dificil
identificacion pues las bases de datos son muy
pobres. Asi que los microbidlogos y veterinarios
interesados en esta area estan evaluando sistemas
de identificacion rapida sobre la base no so6lo de
su costo, sino de su capacidad a dar resultados
confiables y su facil realizacion e interpretacion
Esto permititd la incorporacion de datos a una
base de datos diversa que incluya variaciones
en reacciones bioquimicas de la misma bacteria
(Peele et al., 1997).

Los perfiles bioquimicos de bacterias aisladas
de muestras clinicas de origen veterinario
varian ligeramente de las bacterias de origen
humano. En este punto, Papp y Muckle (1991)
evaluaron la confiabilidad del sistema Sceptor
(Becton Dickenson, Diagnostic Instrument
Systems, Towson, Md.) para la identificaciéon de
bacterias Gram negativas y positivas de fuentes
veterinarias. Del andlisis de bacterias Gram
negativas no entéricas el sistema identifico
correctamente al 86.4%, no identifico al 4.7%, en
3.6% de las muestras identificd incorrectamente
el genero e identifico incorrectamente el
5.2% a nivel de especie. Se requirié de una
prueba complementaria (reduccion de nitratos)
para la correcta identificacion de 20 aislados
de B. bronchiseptica e incluso identifico
incorrectamente una cepa, aun cuando la bacteria
estd en la base de datos de Sceptor. El sistema
resultd ser mas efectivo (92.7%) para identificar
aislados de Enerobacteriaceas.

Los lineamientos para asegurar la aceptabilidad de
sistemas de identificacion bacteriana automatizada
indican que el nivel de seguridad debe ser
aproximadamente de 95% y que aquellas especies
de importancia clinica sean consistentemente
identificadas.

Entre los numerosos sistemas de identificacion
comercial disponibles para la identificacion
de bacilos Gram negativos estan el APl 20E
(Biomeriux.Vitek, Inc., Hazelwood) y el BBL
Crystal E/NFC. (Becton, Dickinson, Inc Cockey
Sville Md.). Peeleetal., (1997) evaluaron estos dos
sistemas para la identificacion correcta de bacilos
Gram negativos de origen animal. Mostraron que
el BBL Crystal identificé correctamente 68% de
las bacterias a nivel de género y especie y no
identifico el 10% de las bacterias. Mientras que el
API 20 E identifico el 53% de las bacterias hasta
género y especie y al 24% de las bacterias no
las identific6. Los autores concluyen que ambos
sistemas son capaces de identificar bacterias de
muestras clinicas de origen animal, aun cuando
API 20E fue disefiado para identificar bacterias
entéricas Gram negativas. El estuche BBL Crystal
incorpora caracteristicas para la identificacion de
bacterias Gram negativas no fermentadoras. El
estuche BBL Crystal es menos laborioso y ofrece
mayor reproducibilidad en comparacion con el
APl 20E. No obstante, la interpretacion de los
cambios de color son mas faciles de interpretar
con el API 20E.

El uso del estuche BBL Crystal permitio la
identificacion de las 12 cepas de B. bronchiseptica,
con la ayuda de pruebas complementarias como
las pruebas de oxidasa, no produccién de indol, y
reaccion de oxidacion/fermentacion. En general, la
ventaja de los sistemas de identificacion comercial
es que los laboratorios de microbiologia cuentan
con un numero basto de parametros bioquimicos
sin incrementar significativamente su labor. Sin
embargo, una limitacion seria de este sistema
es que no cuentan con pruebas apropiadas para
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También, especies raras 0 cepas atipicas son
incorrectamente identificadas (Papp y Muckle,

1991).

La identificacion erronea de bacterias por
procedimientos fenotipicos estdndar es comun,
sumado a los erores de los equipos automatizados
que no estan actualizados en aislamiento de
bacterias poco comunes como B. bronchiseptica,
hace la experiencia del microbiélogo invaluable.
Un claro ejemplo de esto es la erronea
identificacion de bacterias en muestras de esputo
de pacientes con fibrosis quistica, principalmente
con bacilos Gram negativos no fermentadores
como confundir P. aeruginosa con A. xylosoxidans
(Bittar y Rolain, 2010). De aqui que, laemergencia
de nuevas especies del genero Bordetella que
infectan al humano hace necesario hacer uso de
métodos de identificacion que logren distinguir
las diversas especies (Mazengia et al., 2000;
Harrington et al., 2009). Aln cuando las pruebas
fenotipicas son utiles para la identificacion de
bacterias, los métodos moleculares como la
PCR seguida de la secuenciacion ofrecen una
alternativa verificable, poderosa y segura para la
correcta identificacion de bacterias, especialmente
bacilos Gram negativos no fermentadores (Bittar
y Rolain, 2010).

La introduccion de técnicas moleculares,
especialmente la amplificacion y secuenciacion
del gen rRNA 16S, para la identificacion de
bacterias mal identificadas o no identificadas por
métodos tradicionales ha revolucionado nuestro
conocimiento con la descripcion de bacterias
emergentes y la resistencia multidrogas (Bittar y
Rolain, 2010).

Las técnicas de identificacion molecular en
bacterias mediante el analisis del rRNA16S u otros
genes, se basan en la amplificacion gendmica y en
lasecuenciacion de esos genes o sus fragmentos. El
medio de cultivo o las condiciones de incubacion
no son factores determinantes, pero si factores

y la amplificacion, procesos que deben tenerse
en cuenta en toda metodologia de identificacion
molecular en el laboratorio de microbiologia. Tras
la secuenciacion del amplicon, la observacion del
electroferograma constituye el primer paso del
analisis de las secuencias.

La secuencia consenso se introduce en bases de
datos online de acceso publico o privado, con
el objetivo de identificar la cepa mediante la
comparacion con las otras secuencias depositadas,
en estas bases. Actualmente, la base de datos que
presenta mayor nimero de consultas por su mayor
versatilidad en organismos, origenes, genes, Yy
tipo y nimero de secuencias depositadas es la
base publica GenBank NCBI (National Center for
Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.
nih.gov) conprogramascomo BLAST (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para el alineamiento
de secuencias. Ademas, GenBank contiene una
seccion de taxonomia  (http:/www.ncbi.nlm.
nih.gov/taxonomy) que incluye informacion y
secuencias sobre més de 160,000 organismos.

La comparacion de secuencias se ve afectada
por el tamafo de las secuencias analizadas y el
tipo de alineamiento utilizado. Un consenso es
aceptar que una similitud del > 98.5% define una
especie, y tasas del 95 al 99% definen género.

En este trabajo se utiliz6 el gen que codifica para el
rDNA 16S de cepas de B. bronchiseptica aisladas
de perros. Se obtuvo un producto de PCR de 1 500
pb (Figuras 2-4), cuando se usaron los iniciadores
para la amplificacion del DNA 16S del DNA de las
cepas de Bordetella bronchiseptica previamente
identificadas por caracteristicas morfologicas y
metabolicas.

El par de iniciadores utilizados para amplificar
1 500 pb del rDNA 16S de las 24 cepas de B.
bronchiseptica, 21 de perro, dos ATCC y una de
cerdo, solo mostraron un amplicon, la banda de
cada una de las cepas se purificd y secuencio.

criticos como la extraccion de DNA cromosomico 4o Se analizaron los electroferogramas y en caso



necesario se editaron. La comparacion de la
secuencia de nuclettidos del fragmento del gen
rDNA 16S de las doce cepas aisladas en 2010-
2011 que se realizd en el “Basic Local Aligment
Search (BLAST)” de las secuencias disponibles en
la base de datos del NCBI/GenBank presentaron
98-99% de homologia con B. bronchiseptica.
Las secuencias obtenidas en este estudio estan
depositadas en el GenBank, los numeros de
acceso se pueden revisar en los Cuadros 4 y 5.
Es preciso aclarar que el niamero de nucleétidos
fue diferente para las secuencia de algunas de las
cepas (EU152962, EU152964-66, EU152968,
FJ867619-21, GQ131888-89 y JQ824384), que
corresponden a aislamientos obtenidos durante
1997 a 1998, lo cual es inherente a la técnica de
secuenciacion. Sin embargo, esto se subsano
en las 12 cepas aisladas en el periodo actual
de la investigacion, las dos de ATCC y una de
cerdo (Cuadro 5). La homologia obtenida en el
estudio confirma que las cepas aisladas de perro
corresponden a B. bronchiseptica.

Es importante puntualizar que dos cepas, la 78B1
aislada de perro y la VIH6 de humano, mostraron
una homologia de 90 y 82% respectivamente, lo
que estd por debajo de lo estipulado por Bou et
al., 2011, > 95-99% para asignarlas a nivel de
género, ello se traduciria en que las dos cepas
no pertenecen al género Bordetella, aunque los
mismos autores sefalan que definir la especie o
el género a través de un valor (% de similitud)
para el RNAr 16S puede no ser siempre muy
exacto especialmente cuando se cuenta con pocas
secuencias de un determinado aislamiento como
es el caso del aislamiento de origen humano que
estamos discutiendo.

La incorrecta asignacion de genero y especie puede
tener varias causas, como: cuando se realiza una
identificacion mediante el analisis de la secuencia
y su alineamiento con otras secuencias, calidad
disminuida de las secuencias depositadas en la
base de datos y erronea asignacion de especies,
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genotipica y fenotipica (esto sucede cuando se
encuentran genotipos idénticos o similares y
diferentes fenotipos o especies con significancia
clinicadistinta). Esto sucede con B. pertussis con B.
parapertussisyB.bronchiseptica(Bouetal.,2011).

Los blancos moleculares utilizados en los estudios
taxonomicos o de filogenia han variado en los
distintos géneros y distintas especies bacterianas.
Elanalisis del RNAr 16S es el marcador inicial y en
numerosas ocasiones el marcador suficiente para
realizar una identificacion mas precisa (Clarridge
2004 citado en Bou et al., 2011). Sin embargo, la
alta homologia genética en determinados generos
bacterianos o un reciente cambio en su asignacion
taxondmica, no permite realizar solo con el
RNA 16S, una identificacion a nivel de especie
o0 de género. De tal manera que la estrategia que
proponemos en este trabajo es capaz de validar
la comparacion del RNA como instrumento de
identificacion no unico sino realizado después de
la ubicacion adecuada del género de acuerdo a los
métodos convencionales.

Con base a lo anterior y a que las propiedades
morfolégicasy bioquimicas de las dos cepas (78B1
y VIHG6) son caracteristicas de B. bronchiseptica,
podemos decir con cierta certeza que se trata de B.
bronchiseptica.

El gen rRNA 16S, es un gen de 1500 pb que
codifica para una porcion de la subunidad 30S
ribosomal y que esta presente en todas las bacterias
(Rodicio y Mendoza, 2004; Petti, 2007). El
analisis del rRNA 16S se ha utilizado ampliamente
para establecer las relaciones filogenéticas entre
grupos de bacterias y mas recientemente en la
clasificacion ¢ identificacion de las mismas.
De hecho, en las ediciones vigentes de los dos
tratados fundamentales de Bacteriologia el
“Bergey’s Manual of Systematic” Bacteriology”
y “The Prokaryotes”, basan su organizacion en
las relaciones filogenéticas establecidas con esta
macromolécula (Rodicio y Mendoza, 2004).



Ha habido intentos de aplicar la tecnologia de
PCR a la identificacion de B. bronchiseptica, para
lo cual se han utilizado diversas variantes como
secuencias de insercion (Register y Sanden, 2006)
y el de la alcaligenina alcA (Register y Dejong,
1999). Hasta el momento, éstos no han logrado
identificar solamente a B. bronchiseptica, es
decir, el método carece de falta de especificidad y
sensibilidad. Un PCR especifico para la bacteria
se describid basado en la amplificacion del gen
que codifica para la flagelina fla (Hozbor et al.,
1999). Sin embargo, el DNA de la misma se
detecto por PCR 149 dias después de la infeccion
en ratones, ademas de que la especificidad de los
iniciadores solo se ha documentado para cepas
de B. bronchiseptica de origen porcino (PAR)
(Register y DeJong, 2006).

Ademas, el nimero de especies identificadas en
el género Bordetella ha aumentado en los Gltimos
afios; y en el caso de B. bronchiseptica, ésta se
ha aislado de nuevos hospederos que incluyen
al humano (Woolfrey y Moody, 1991; Ner et
al., 2003; Gross et al., 2010). En éste ultimo
caso, es importante considerar que ademas de las
bordetelas clasicas en el humano (B. pertussis y
B. parapertussis), se han aislado otros miembros
de éste genero como B. holmessi, B. trematun,
B. hinzi, B. avium y la B. bronchiseptica. Dado
que todas ellas pertenecen al grupo de bacterias
asacaroliticas, su actividad metabolica puede
confundirse con otros géneros de este grupo tales
como Alcaligenes, Acromobacter y Pseudomonas.

Por otraparte, ennuestro laboratoriohemosaislado
cepas con todo el perfil bioquimico caracteristico
de B. bronchiseptica, pero carentes de la actividad
de la enzima ureasa (datos no publicados).
Los métodos clasicos para la identificacion
de bacterias se basan en las caracteristicas
bioquimicas y morfologicas de cepas conocidas
0 de referencia y bajo condiciones optimas
de crecimiento (Petti, 2007). Sin embargo, se
pueden dar casos en los que las caracteristicas

ligeramente. Por lo que la identificacion molecular
basada en el analisis de las secuencias del gen
que codifica para el RNAr 16S resulta ser una
herramienta complementaria de importancia.

7.3 Patrdn de electroforesis en campos pulsados
(PFGE por sus siglas en ingles)

En el estudio de la epidemiologia molecular de la
infeccion por B. bronchiseptica, se han utilizado
diversas técnicas; entre ellas ribotipado (Register
y Magyar, 1999; Register et al., 1997) y la ampli-
ficacion polimorfica al azar del DNA (RAPD por
sus siglas en inglés) (Keil y Fenwick, 1999; Shin
et al., 2007). En este estudio utilizamos la PFGE
ya que este procedimiento ha sido propuesto como
parte del analisis molecular de cepas de B. pertus-
sis (Mooi et al., 2000).

Se analizaron 21 cepas de B. bronchiseptica, de
estas cinco corresponden a perros caseros (PC),
cuatro a perros de escuelas de entrenamiento cani-
no (EEC), seis a perros de centro de control canino
(CCC), cinco a perros callejeros, una de humano (
ver Cuadros 1y 2), dos cepas ATCC 4617y 10580,
y una de cerdo LBF. El DNA de cada cepa se di-
girio con la enzima Xbal y se realizo la PFGE.

La mayoria de las cepas aisladas de perros (57.1%)
incluyendo la de humano presentaron el tipo A, lo
que concuerda con lo reportado por Shin et al.,
2007a.y Binns et al., 1998. En el caso particular
de Shin et al encontraron que 28.9% de aislados
de B. bronchiseptica de cerdo presentaron un pa-
tron tipo A idéntico. En este trabajo el patron fue
de 28.5% para las cepas de perro (Cuadro 6). Por
el contrario, encontramos siete subtipos de C que
incluyen siete cepas de perro y una de cerdo. Los
mismos autores reportaron un tipo C para las ce-
pas de referencia, entre ellas 10580, pero no para
los aislados de campo. Como se observa en la
Figura 9, once de las 20 cepas de origen canino
y la de humano (VIH6) formaron un solo grupo
con sus subtipos, lo que sugiere que son la mis-

fenotipicas de un cierto género o especie varian 44 ma cepa. Dos cepas, una aislada de perro casero



(Maxim) y una de EEC (P37) presentaron un tipo
B, lo que indica que estan estrechamente relacio-
nadas con las cepas de tipo A. La cepa de origen
porcino fue identica a una cepa de perro (P98), lo
que sugeriria ausencia de especificidad de espe-
cie. En este sentido cabe mencionar que se han
elaborado vacunas contra Bordetelosis canina us-
ando cepas de origen porcino (Shin et al., 2007b).

Las cepas provenientes de perros de CCC, con ex-
cepion de una (331003011), difieren de las otras
13 de origen canino; esto podria explicarse por
que son diferentes las cepas bacterianas que in-
fectan a una misma especie animal; sin embargo
hasta ahora los estudios de este tipo con cepas de
B. bronchiseptica aisladas de perro, gato y cerdo
indican homogeneidad de especie (Binns et al.,
1998), es decir las cepas caninas pertenecen to-
das a un mismo grupo. Por su parte Musser et
al., 1987, reportaron mayor diversidadde cepas
en perro que en cerdo. Para verificar si efecti-
vamente hay diversidad genética seria necesario
ampliar nuestra coleccion de cepas caninas.

Cabe sefialar que las cepas de B. bronchiseptica
provenientes de EEC y de PC se obtuvieron de
una sola escuela y de una clinica veterinaria, re-
spectivamente en las que se presentd un brote
de Traqueobronquitis Infecciosa Canina o Tos de
las Perreras, por lo que se esperaria que fueran
cepas idénticas en cada una de las poblaciones.
Este hecho no se observo (Figura 9), aunque en
ambos casos tres de la cuatro cepas estudiadas
estan relacionadas: relacion muy estrecha (EEC;
P38y P36) y una posible relacién (P37); relacion
muy estrecha (PC; 1518596000, 151837083 y
15189626) y una posible relacién (Maxim). Los
patrones de restriccion distintos se traducen en
una variabilidad genética, causada por eventos
genéticos tales como mutaciones, inserciones o
deleciones en el DNA (Tenover et al., 1995). La
diversidad genética de cepas de B. bronchisep-
tica de origen canino ya ha sido reportada (Keil
y Fenwick, 1998) no asi las aisladas de gato que

autores atribuyen la variabilidad de las cepas a la
presion por vacunacion, hecho que se ha constat-
ado para B. pertussis (Mooi et al., 2001).

Finalmente dado que B. bronchiseptica se aisla
de perros y humanos, se deriva la pregunta; ¢el
perro constituye un reservorio para la transmision
al humano? Si la transmision no ocurre, se podria
esperar que las cepas de perro y de humano fueran
distintas. En este estudio se observé que la cepa
de origen humano (VIH6) estd estrechamente
relacionada con 11 cepas de perro en su mayoria
las aisladas de perros caseros y escuelas de entre-
namiento canino. Esto sugiere que es probable que
el origen de la cepa sea de perro de acuerdo a lo
establecido por Tenover et al., 1995. Esto podria
ser reforzado si se conociera la presencia de la
bacteria en mascotas (principalmente perros) que
hubieran estado en contacto con el paciente, de-
safortunadamente se carece de esta informacion.

Existe solo un trabajo que ha mostrado por PFGE
que una cepa de B. bronchiseptica aislada de una
anciana con bronconeumonia fue la misma que la
aislada de un conejo, que estaba en contacto con la
persona (Gueirard et al., 1995). Se ha propuesto la
hipotesis de la transmision zoonotica de B. bron-
chiseptica, sin embargo hay pocos datos epidemi-
ologicos definitivos que relacionan la transmision
de B. bronchiseptica entre animales domésticos
y humanos. Los perros y gatos son huéspedes
comunes de la bacteria y frecuentemente se les
implica como fuentes de infeccién en humanos,
pero mucha de la evidencia es meramente circun-
stancial (Stefanelli et al., 1997; Huebner et al.,
2006; Register et al., 2011). La obtencion de la
historia clinica y epidemioldgica de datos parea-
dos con comparaciones genéticas de aislados de
humanos y animales, que estén o no en contacto,
es necesaria para establecer con mayor solidez los
patrones de transmision y asi identificar posibles
riesgos de contacto. Este estudio fue un primer
acercamiento a esta problematica. Lamentable-
mente de las muestras pareadas de personas sanas

convivian en un albergue (Binn et al., 1988). Los 45 (n=60) y animales, solo se logro un asilamiento



de la bacteria de la mascota pero no de las cinco
personas que estaban en contacto con el perro.
No fue posible obtener muestras de perros de los
pacientes del Hospital General de México. Por lo
que es conveniente ampliar el nimero de mues-
tras para establecer esta relacion (perro-humano)
en la poblacion mexicana y especificamente en
personas con un estado inmunocomprometido.
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También es necesario ampliar la coleccién de ce-
pas de perros sanos y con afecciones respiratorias.
Los resultados obtenidos utilizando PFGE su-
mados a las caracteristicas de bioguimicas y de
virulencia de las cepas estudiadas (Molina et al.,
2006) concuerdan con el concepto de una minima
variacion genética entre cepas de B. bronchisep-
tica, de acuerdo a lo reportado con Gerlach et al.,
2001.



8.0 Conclusiones

Se obtuvieron 6, 5y un aislamientos de la bacteria en Centros de Control Canino, perros caseros y humano
respectivamente.

\eintiun cepas de Bordetella bronchiseptica (doce de este estudio, y nueve de un estudio anterior) se
identificaron por rDNA 16S y perfiles bioquimicos.

Las secuencias del gen que codifica para el rDNA 16S de veintiun cepas de B. bronchiseptica aisladas de
perro, una de cerdo y una ATCC (10580), estan depositadas en el GenBank (NCBI).

El patron de restriccion (PFGE) de las cepas mencionadas incluya tres tipos principales (A, By C).
La mayoria de las cepas presentan el patrén tipo A (57%).

El 66.6% de las cepas son similares, en las que se incluyen las 5 de perros caseros, 4 de perros callejeros
y 3 de escuela de entrenamiento canino.

Cinco de las 6 cepas aisladas de perros de CCC son diferentes al resto.

La cepa de B. bronchiseptica aislada de humano (VIHG6) tiene una relacion cercana con las cepas aisladas
de perros, incluidas las obtenidas de perros caseros.

En virtud de que solo se pudo aislar una cepa de Bordetella bronchiseptica de origen humano no podemos
verificar o rechazar la hipdtesis original.
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The amplification and sequencing of 165 rDNA are useful tools to identify important bacteria that cause
diseases in the respiratory tracks of a variety of domestic animals. Bordetella bronchiseptica, one of
such bacterium, has demonstrated some changes in its metabolic core, generating a greater need for
identification through amplification and sequencing of 165 rDNA. We applied this methodology to

eleven nasal and pharyngeal isolates from dogs to detect B. bronchiseptica.

Eight strains were

completed from which seven showed 98-99% homology; and three strains were only partially
sequenced. All eleven strains sequences were deposited in the GenBank (NCBI). What we found was
that the sequencing of B. bronchiseptica 165 rDNA is an excellent tool that certifies conventional
methods of identification and avoids environmental challenges.
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INTRODUCTION

Bordetella bronchiseptica is a commensal bacterium that
has been isolated from the respiratory tracts of various
domestic species, such as pigs, dogs, cats, rabbits,
sheep, goats, horses, rats, hamsters and guinea pigs
(Dawson et al., 2000; Abdoulaye et al., 2006; Rougier,
2006). It is associated with the clinical diseases atrophic
Rhinitis in pigs (Pedersen, 1975; Ross et al.,, 1997) and
Canine Infectious Tracheobronchitis or kennel cough

(Keil and Fenwick, 1998; Mochizuki el al., 2008). This last
disease is an illness that affects dogs of all age groups
whether house pets or in kennels. Crossed transferences
among species, such as dogs to cats (Foley et al., 2002),
or rabbits to humans (Gueirard et al., 1995), have been
observed. Since B. bronchiseptica has also been isolated
from humans who suffer from compromised immune
responses (Woolfrey and Moody, 1991; Ner et al., 2003;
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Figure 1. Bordelella bronchiseptica sirains 165 rDNA PCR products. Lanes: 1-
231003011, 2- 151703011, 3- 331003011, 4- 361003011, 5- 10580 ATCC, 6- 7881,

T- VIHG, 8- 151837083,

10- Biomarker 1Kb,

11- 151829626, 12- Maxim, 13-

1518596000, 14- MP1, 15- negative and 16- Biomarker 1 Kb. Lane 7 shows lhe PCR
product from a DMA isclate that is not included in this paper.

analyzed by 1% agarose gel eleclrophoresis, visualized and
documented.

For sequencing, the PCR products were purified with Wizard kits,
according to the manufacturer's instruclions. The amplicons were
sequenced using a 3100 Genelic Analyzer. Mucieclide sequences
were compared with those available in the GenBank (Nalional
Cenler for Biotechnology Information) database
(www/nchi.nlm.nih.gov) using Basic BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) software.

Comparison of 165 rDMNA regions Va-V5 (Sun et al,, 2013), were
performed using the Clustal\W software (Larkin et al,, 2007).

RESULTS AND DISCUSSION

All isolates, including the ATCC reference strains, were
identified morphologically as B. bronchiseptica, this is, all
showed Gram-negative coccobacillary microscopic mor-
phology. Most of the strains, certainly the ATCC
reference strains, complied with the whole metabolic
pattern and the corresponding enzyme activities (Cowan
and Steel, 1974). They expressed oxidase and catalase
activities and degraded citrate. But, they did not fermeant
any of the ten carbohydrates tested (arabinose, man-
nose, sucrose, melibiose, rhamnose, sorbitol, mannitol,
adonitol, galactose and inositol), neither did they produce
indol. The strains showed urease activity, although in
some isolates the activity was uncertain even after 48 h
of incubation. Since this enzymatic activity is a key
property that distinguishes B. bronchiseptica from other

species within its genus (Dénes et al., 2008), the
expression was corroborated with the Christensen’s tube
method {MacFaddin, 2000). These measurements indeed
confirmed very low quantities of urease. It is important to
point out that urease activity may be regulated by culture
medium compaosition, for example, by some MgS0, salts
(Dénes et al., 2006). Urease activity is one aspect of the
metabolism of B. bronchiseptica, which occasionally ge-
nerates misleading results when using only a biochemical
and metabolic criteria, raising the need of molecular
identification or confirmation as described in this paper.
The 165 rDNA is a gene present in all bacteria with
1500 bp coding for a portion of the 305 ribosomal
subunit. The analysis of 165 rDNA has been widely used
to establish the phylogenetic relationships among
bacterial groups (Gamity et al, 2005 Triper and
Schleifer, 2006). The eleven isolates of B. bronchiseptica
and the two ATCC reference strains produced an
amplicon of 1500 bp with the primer pair FO1 and RD1
described by Louws et al. (19989} (Figure 1). From the
eleven isolates, eight complete sequences were obtained
and submitted to GenBank for identification. The
remaining three sequences were obtained with one of the
primers (FD1), with average sizes of 750 to 80O bp and
were also submilted. The sequences were deposited in
the GenBank under the following accession numbers:
JO853661-63, JO953651-57, JQY536559 and JX129161
(Table 1). All but one of the whole sequences showed 98-
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